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Kesejahteraan janin salah satunya ditentukan oleh nutrisi yang 
dikonsumsi ibu untuk proses pertumbuhan dan perkembangan selama masa 
kehamilan. Kafein (1,3,7-trymethylxanthine) banyak dikonsumsi ibu hamil 
melalui berbagai makanan dan minuman diantaranya kopi, teh, coklat, dan 
minuman bersoda. Kafein mampu menembus barier plasenta serta 
menimbulkan keadaan stres oksidatif sehingga mampu mengubah fungsi 
sistem tubuh, salah satunya sistem saraf. Antioksidan diyakini mampu 
menghambat stres oksidatif dan banyak ditemukan dalam buah-buahan, salah 
satunya adalah buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) karena mengandung 
pigmen betasianin, vitamin C, dan flavonoid. Tujuan dari penelitian ini untuk 
menganalisis pengaruh pemberian ekstrak buah naga merah (Hylocereus 
polyrhizus) terhadap aktivitas motorik embrio ikan zebra (Danio rerio) yang 
terpapar kafein. Terdapat enam kelompok, yaitu kontrol, kontrol negatif (Kafein 
20 mg/L), kontrol positif (Vitamin C 44 mg/L) dan tiga kelompok perlakuan yang 
diberikan kafein 20 mg/L serta tiga dosis ekstrak berbeda, masing-masing untuk 
perlakuan 1,2, dan 3 adalah 29 mg/L,  58 mg/L, dan 87 mg/L. Aktivitas motorik 
diukur dengan memberikan rangsang taktil pada 48 hpf selama 1 menit dan 
kemampuan berenang diukur pada 120 hpf selama 1 menit. Uji Anova pada 
respon taktil menunjukkan nilai yang signifikan dengan p=0,000. Ekstrak buah 
naga merah secara signifikan meningkatkan respon taktil pada dosis 87 mg/L 
(p=0,016), sedangkan pada kemampuan berenang terjadi penurunan secara 
tidak signifikan pada perlakuan 1,2,3 dengan p=0,353. Peningkatan respon 
taktil pada pemberian ekstrak diduga dapat terjadi karena buah naga bertindak 
sebagai antioksidan.  
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Foetus wellbeing determined by nutrition that consumed by their 
mother during pregnancy. Caffeine (1,3,7-trymethylxanthine) is widely 
consumed because it contained in some foods and beverages such as coffee, 
tea leaves, chocolate, and soft drink. Caffeine can across the placenta barrier 
thus causes stress oxidative condition that can alter body system function, such 
as nerve system. Antioxidant was believed had medicinal value that can 
alleviate adverse effect of caffeine, including red pitaya (Hylocereus polyrhizus) 
that has many antioxidant compounds such as betacyanin pigment, vitamin c, 
and flavonoid. The objective of this study is to determine the effect of red pitaya 
extract to caffeine exposure on mator activity in zebrafish (Danio rerio) 
embryos. We devided fertilized eggs into six groups include control groups; 
negative control (caffeine 20 mg/L and vitmain c 44 mg/L); and caffeine 
combined with three different doses for extract (29, 58, and 87 mg/L). Motor 
activity measured by tactile response at 48 hpf and swimming of the larvae at 
120 hpf. One way Anova showed significantly different in tactile response 
(p=0,000) but not in swimming of the larvae (p=0,353). Tactile response 
increased significantly in high dose of extract 87 mg/L (p=0,016), nevertheless 
there is no significant different of extract on swimming of the larvae (p>0,05). 
We conclude that caffeine can decrease tactile response at 48 hpf and red 
pitaya extract can alleviate that effect because its’ contain of antioxidant 
compounds.  
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HPA = Hypothalamus Pituatary Axis 
ET-1 = Endhotelin-1  
NO = Nitrit oksida 
MDA = Melinodialdehid 
ROS = Reactive oxygen species 
RNS = Reactive nitrogen species 
XO = Xantin Oksidase 
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1.1. Latar Belakang 
Masa kehamilan merupakan salah satu periode penting dalam 
pertumbuhan dan perkembangan janin. Salah satu faktor yang berperan 
dalam pertumbuhan dan perkembangan janin adalah faktor nutrisi. Selama 
ini sebagian ibu hamil masih mengkonsumsi makanan dan minuman yang 
mengandung kafein selama masa kehamilan. Kafein merupakan senyawa 
psikoaktif yang paling sering digunakan di dunia dan dapat ditemukan 
dalam berbagai makanan (Jahanfar dan Sh, 2013). Beberapa sumber 
makanan dan minuman yang mengandung kafein antara lain kopi, teh, 
coklat, dan softdrink serta beberapa obat pereda nyeri (Sengpiel, et 
al.,2013). 
Tingkat konsumsi kafein selama kehamilan dilaporkan pada wanita 
hamil yang mengkonsumsi berbagai olahan makanan yang mengandung 
kafein selama kehamilan, khususnya adalah kopi, teh, coklat, serta 
minuman bersoda (Peacock, 2018). Asupan harian kafein yang disarankan 
oleh CDC bagi ibu hamil adalah maksimal 144 mg/hari atau 2.4 
mg/kgBB/hari (Chen et al, 2008). Berdasarkan studi meta analisis terkait 
asupan kafein, dilaporkan bahwa konsumsi kafein pada ibu hamil dibagi 
menjadi tiga berdasarkan jumlah kafeinnya, yaitu asupan kafein rendah (50 
– 149 mg/hari), moderat (150 – 349 mg/hari), serta asupan kafein tinggi (≥ 


















Kafein (1-3-7,trimethylxanthine) merupakan derivat xanthine dan 
merupakan purin alkaloid yang banyak dikonsumsi. Kafein bersifat dapat 
melewati sawar plasenta dan terakumulasi pada otak janin (Gupta, 2007). 
Sebuah penelitian kohort di Norwegia menyebutkan terdapat 59.123 ibu 
yang mengkonsumsi kafein selama kehamilan dengan metode FFQ (food 
frequency questionnaire) dan di antaranya terdapat 4.503 kasus kelahiran 
dengan berat badan lahir rendah (BBLR) (Sengpiel et al.,2013). Penelitian 
lain menyebutkan bahwa ibu hamil dengan asupan kafein yang tinggi 
mengalami peningkatan risiko abortus spontan, perdarahan, lahir mati 
(stillbirth), dan gangguan pertumbuhan intrauterin (Weng, 2008; Yeh et al., 
2011).  
Berkaitan dengan sistem saraf, kafein diduga juga berpengaruh 
terhadap perkembangan sistem saraf janin, karena kafein merupakan zat 
psikostimultan yang pada orang dewasa dapat memengaruhi sistem saraf 
pusat (Park, 2016). Sebuah penelitian menunjukkan bahwa konsumsi 
kafein pada masa prenatal dapat menurunkan neurogenesis di bagian 
hipokampus otak serta gangguan memori pada tikus dewasa (Han et al., 
2007). 
Kafein bekerja dengan salah satunya menyebabkan peningkatan 
pelepasan katekolamin dari medula adrenal. Katekolamin ini akan 
menyebabkan vasokontriksi pembuluh darah uteroplasenta sehingga dapat 
menyebabkan hipoksia pada janin. Hipoksia jaringan dapat mencetuskan 
timbulnya stres oksidatif dan terlepasnya senyawa radikal bebas, senyawa 
ini dapat menyebabkan kerusakan sel-sel saraf (Gupta, 2007). Stres 


















oksigen pada otak yang sangat tinggi dan dapat menyebabkan gangguan 
pada perkembangan otak (Semenza, 2012).  
Rantai radikal bebas dapat dihentikan dengan keberadaan senyawa 
antioksidan di dalam tubuh yang bekerja dengan menurunkan agen-agen 
yang berkontribusi terhadap stres oksidatif (Choo, 2016). Senyawa 
antioksidan dalam peranannya sebagai pertahanan membutuhkan interaksi 
antara molekul antioksidan enzimatik dan non enzimatik. Dalam keadaan 
tinggi senyawa ROS, tubuh membutuhkan molekul non enzimatik yang 
bertindak secara langsung dalam menangkal radikal bebas. Molekul non 
enzimatik antioksidan yang berasal dari eksternal dapat berupa suplemen 
maupun dari bahan-bahan natural (Winarsih, 2011; Rahal, 2014). 
Beberapa studi menilai perbedaan keamanan serta efektivitas 
konsumsi antioksidan sintesis dan alami dalam menangkal berbagai 
penyakit seperti kanker dan penyakit kronis lain. Disebutkan bahwa 
konsumsi suplementasi selenium dapat meningkatkan risiko diabetes 
melitus pada orang yang sehat. Dalam studi meta-analisis, disebutkan pula 
bahwa tidak terdapat bukti yang mendukung bahwa suplemen antioksidan 
dapat mencegah penyakit jantung (Myung et al, 2010). Di sisi lain, 
konsumsi makanan sehari-hari yang kaya akan antioksidan diyakini lebih 
efektif serta tidak memberikan efek samping lain pada manusia. Ini karena 
antioksidan dalam diet bersifat lebih toleran terhadap tubuh. Panduan 
Dietary for Americans pada tahun 2010 menyebutkan bahwa sumber 
optimal antioksidan berasal dari bahan-bahan alami yang dikonsumsi 



















Sumber makanan sehari-hari yang banyak mengandung antioksidan 
diantaranya buah-buahan. Konsumsi buah-buahan di kalangan masyarakat 
saat ini menjadi sebuah gaya hidup bahkan konsumsi buah-buahan 
menjadi sebuah promosi gaya hidup sehat. Salah satu buah-buahan yang 
diyakini menjadi sumber antioksidan adalah buah naga merah.  
Buah naga merah merupakan sumber makanan alami yang banyak 
dikonsumsi oleh masyarakat karena nilai ekonomisnya, bentuk dan 
warnanya yang menarik, serta memiliki banyak manfaat bagi kesehatan 
karena kandungan gizi di dalamnya, salah satunya adalah senyawa 
antioksidan. Senyawa antioksidan ini berasal dari salah satunya adalah 
pigmen warna ungu yang banyak terdapat pada buah naga merah, yaitu 
betasianin. Sebuah penelitian menyebutkan  aktivitas antioksidan yang 
tinggi dari buah naga merah didasarkan pada kandungan asam askorbik, 
total senyawa fenol, dan aktivitas anti radikal bebas, yaitu secara berurutan 
36,25 mg/100 gram; 24,22 mg GAE/gram ekstrak kering; 226,51 µM Vit.C 
equivalents/ gram ekstrak kering (Choo, 2011). Buah naga memiliki 
kandungan asam askorbik atau vitamin C (33.8 µg AA) yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan apel (20.6 µg AA) , pisang (2.2 µg AA), anggur 
merah (18.3 µg AA), dan manggis (1.0 µg AA). Selain itu, buah naga merah 
memiliki kandungan total senyawa fenol (0.76 mg GAE) yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan buah naga putih (0.58 mg GAE), pepaya (0.45 mg 
GAE), dan buah nanas (0.61 mg GAE) (Isabelle, 2010). 
Pengaruh pemberian buah naga (Hylocereus polyrhizus) terhadap 
efek yang ditimbulkan oleh asupan kafein selama kehamilan berupa 


















(Danio rerio). Ikan zebra merupakan organisme yang ideal untuk 
mempelajari tumbuh kembang karena perkembangan ikan mulai dari 
embrio hingga dewasa dapat dengan mudah diamati secara langsung 
melalui cangkangnya yang transparan. Selain itu, ikan zebra memiliki 
kesamaan genetik dan jalur metabolisme dengan mamalia, termasuk pada 
manusia. Hal ini membuat ikan zebra merupakan organisme yang ideal 
dalam menggambarkan patologi pada manusia (Babin, 2014). 
1.2. Rumusan Masalah 
Apakah terdapat pengaruh pemberian ekstrak buah naga merah 
(Hylocereus polyrhizus) terhadap aktivitas motorik embrio dan larva ikan 
zebra (Danio rerio) yang diberikan kafein. 
1.3. Tujuan 
1.3.1. Tujuan Umum 
Mengetahui adanya pengaruh pemberian ekstrak buah naga merah 
(Hylocereus polyrhizus) terhadap aktivitas motorik embrio ikan zebra 
(Danio rerio) yang diberikan kafein. 
1.3.2. Tujuan Khusus 
1. Mengetahui pengaruh pemberian buah naga merah (Hylocereus 
polyrhizus) terhadap respon taktil embrio ikan zebra (Danio rerio) yang 
diberikan kafein 
2. Mengetahui pengaruh pemberian buah naga merah (Hylocereus 
polyrhizus) terhadap kemampuan berenang larva ikan zebra (Danio 




















1.4.1. Manfaat Akademik 
1. Penelitian ini diharapkan dapat menjadi salah satu acuan dalam 
penelitian ilmiah selanjutnya bagi mahasiswi di Program Studi S1 
Kebidanan Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang serta 
bagi profesi bidan.  
2. Penelitian ini diharapkan dapat menambah khazanah keilmuan pada 
program studi S1 Kebidanan Fakultas Kedokteran Universitas 
Brawijaya Malang yang berkaitan dengan asuhan kebidanan dalam 
masa kehamilan.  
1.4.2. Manfaat Praktis 
1. Penelitian ini diharapkan dapat dijadikan dasar penelitian awal 
berkaitan dengan pengaruh pemberian kafein selama masa 
kehamilan terhadap ibu dan janin.  
2. Penelitian ini diharapkan dapat menjadi dasar untuk penelitian 
lanjutan berkaitan dengan pemberian kafein dan ekstrak buah 
naga selama masa kehamilan untuk menjadi pertimbangan 























Kafein (1-2 -3,trimethylxanthine) merupakan senyawa kimia purin 
alkaloid dan merupakan komponen penting dari tanaman non-alokoholik 
yang diolah menjadi minuman ataupun makanan (Fredholm, 2011). Selain 
itu, kafein adalah senyawa psikoaktif yang banyak dikonsumsi di dunia. 
Kafein dapat dijumpai dalam berbagai sumber makanan seperti kopi, teh, 
coklat, dan minuman ringan (softdrink) juga terdapat dalam berbagai obat 
seperti diuretik, analgesik, dan dekongestan (Echeverri, 2010). 
Kemampuan psikostimultan kafein karena kemampuannya untuk 
berinteraksi dengan neurotransmiter dalam beberapa regio di otak 
sehingga mempengaruhi fungsi perilaku (Fison, 2004).  
1.1.1. Metabolisme Kafein 
Kafein diabsorbsi secara sempurna di usus dan sebagian besar 
diserap pada bagian usus halus. Kafein memasuki air pada jaringan dan 
dapat ditemukan pada seluruh cairan tubuh, cairan serebrospinal, saliva, 
cairan empedu, semen, ASI, dan darah tali pusat (Arnaud, 2011). Kafein 



















dimetabolisme ke dalam lebih dari 25 metabolit pada manusia dan tiga di 
antaranya yang terbanyak adalah paraxanthin, theobromin, dan theofilin. 
Proses metabolisme kafein disebut dengan demetilasi. Enzim yang 
berperan dalam metabolisme kafein di antaranya adalah isoenzim sitokrom 
hepatik P-450 (CYP450) (Echeverri, 2010).  
Kafein diserap secara cepat dan sempurna dari usus sehingga 
bioavailabilitasnya 100%. Konsentrasi dalam plasma bergantung pada 
genetik, jenis kelamin, dan kelainan hepar. Waktu maksimum konsentrasi 
plasma (Tmax) adalah 30 – 40 menit puasa dan akan lebih panjang apabila 
diikuti dengan makanan. Rata-rata waktu metabolisme kafein pada 
manusia adalah 2,5 sampai 4,5 jam (Echeverri, 2010). Level kafein dalam 
plasma tidak selalu mengindikasikan paparannya terhadap organ-organ 
spesifik (Brent, et al., 2011). 
Beberapa keadaan dapat mengganggu metabolisme kafein dari 
proses normal metabolismenya. Retensi kafein meningkat pada kondisi 
seperti kehamilan, fetus, dan neonatus dengan waktu paruh sekitar 2 
sampai 3 jam. Diduga peningkatan retensi kafein tersebut merupakan hasil 
dari defisiensi enzim P-450 pada fetus dan neonatus. Metabolisme kafein 
pada manusia mencapai kemampuan seperti orang dewasa pada usia 7 
bulan (Brent,et al., 2011).  
1.1.2. Makanan Mengandung Kafein 
Kafein diproduksi secara komersial dengan cara ekstraksi dari 
tanaman tertentu atau dapat juga diproduksi secara sintetis. Berikut adalah 



















Tabel 2.1 Kandungan Kafein dalam Makanan dan Minuman 
Makanan / minuman Kandungan Kafein (mg/sajian) 
Coca cola classic 29.5 
Pepsi 31.7 
Starbucks mocha 71.8 
Espresso 114 
Minuman kopi 60-180 
Minuman teh 20-90 
Coklat batang 38 
Sumber : Mc Cusker, 2006; Sengpiel, 2013. 
1.1.3. Efek Kafein terhadap Kehamilan 
Kafein bersifat hidrofobik sehingga memungkinkan untuk melewati 
seluruh membran sel. Ikatan kafein plasma oleh protein yang rendah 
menyebabkan kafein dapat dengan bebas melewati sel-sel darah. Pada 
bayi baru lahir, konsentrasi kafein di dalam plasma sama dengan 
konsentrasinya dalam cairan serebrospinal (Fredholm, 2011). Selain itu, 
tidak terdapat barier plasenta terhadap kafein dan konsentrasi yang tinggi 
ditemukan pada otak dan plasma fetus. Tiga bentuk metabolit utama kafein 
terakumulasi pada otak janin (Brent, 2011).  
Kafein dapat berpengaruh terhadap divisi atau pembelahan sel. 
Paparan kafein akan menunda osifikasi skeletal selama paparan. Hal ini 
menyebabkan perkembangan janin intrauterin dapat terganggu dan 
menyebabkan penurunan berat badan. Penelitian menyebutkan bahwa 
kafein berhubungan dengan kejadian berat badan lahir rendah pada ibu 
hamil dan juga hewan coba yang dipapar kafein (Park, 2016). 
Kafein menyebabkan terjadinya peningkatan pelepasan katekolamin 
pada pembuluh darah sehingga terjadi vasokontriksi pembuluh darah, 
termasuk pembuluh darah uteroplasenta. Katekolamin berperan penting 


















dalam sirkulasi dari kelenjar adrenal akibat rangsangan saraf simpatis 
sedangkan norepinefrin masuk ke dalam plasma setelah lepas dari ujung 
saraf simpatis. Sistem saraf simpatis diatur oleh hipotalamus yang juga 
mengatur aksis HPA sehingga terjadi juga pelepasan corticotropin 
releasing factor (CRF) yang mengatur pelepasan hormon. Kenaikan kadar 
epinefrin akan menyebabkan takikardi, meningkatkan tekanan darah, 
vasokontriksi, menurunkan aliran darah ke kulit dan organ-organ dalam, 
serta mengeluarkan glukosa dari hepar (Halim, 2012). Di sisi lain, 
norepinefrin meningkatkan tekanan diastolik dan sistolik. Kedua hormon ini 
berperan penting dalam peningkatan heart rate (Han, 2011).  
Pengaruh konsumsi kafein sebanyak 2 cangkir yang diinvestigasi 
pada 20 kehamilan menunjukkan peningkatan signifikan konsentrasi serum 
kafein dan epinefrin setelah 30 menit (p < 0.01). Aliran darah uteroplasenta 
menurun secara signifikan (p < 0.05). Penurunan aliran darah 
uteroplasenta serta peningkatan konsentrasi serum epinefrin maternal 
berpotensi terhadap gangguan pertumbuhan janin (Kirkinen, 1983). 
Hubungan antara konsumsi kopi selama kehamilan dengan restriksi 
pertumbuhan menunjukkan angka yang signifikan. Konsumsi kafein >200 
mg per hari selama kehamilan berhubungan dengan penurunan berat 



















Gambar 2.2. Bagan Pengaruh Kafein pada Tingkat Reseptor dan Organ 
(Fredholm, 2011; Monteiro 2014) 
 
1.1.4. Efek Kafein terhadap Perkembangan Syaraf 
Paparan kafein selama kehamilan memiliki beberapa efek pada 
perkembangan sistem saraf pusat janin diantaranya komponen otak, 
perilaku, tidur dan kontrol respiratori. Pada penelitian hewan coba tikus 
menunjukkan bahwa kafein berdifusi melalui plasenta dan terakumulasi di 
otak janin. Konsentrasi kafein pada otak janin lebih tinggi dibandingkan 
pada plasenta meskipun metabolit kafein didistribusikan baik ke otak 
maupun plasenta. Penelitian lain menyebutkan bahwa paparan kafein pada 
tikus betina selama kehamilan menyebabkan penurunan berat otak yang 
lebih signifikan daripada berat badan. Level DNA, RNA, kolesterol dan 
protein di otak lebih rendah pada tikus yang lahir dari induk yang dipapar 
kafein daripada yang tidak terpapar kafein. (Nehlig, 1994) 
Kafein pada otak dapat menurunkan proliferasi sel-sel glial, baik itu 
astrosit dan oligodendrosit serta mempengaruhi matriks ekstraseluler 
sehingga dapat mengganggu proses mielinisasi. Penelitian menunjukkan 





































pada perkembangan otak. Selain itu, paparan kafein selama gestasi dan 
laktasi juga menginduksi perubahan konsentrasi komponen serebral seperti 
katekolamin, tirosin, triptofan, serotonin, asam 5-dihidroksilase asetat, dan 
nukleotida siklik, yang mana dapat berpengaruh terhadap abnormalitas 
perilaku seperti hipoaktivitas selama masa perkembangan janin (Nehlig, 
1994).  
Hipoksia berkepanjangan pada masa prenatal, yaitu dari hari ke 5 
hingga ke-20 gestasi pada tikus diduga dapat menurunkan aktivitas enzim 
tirosin hidroksilase (TH) di daerah korteks motorik dan hipokampus. Selain 
itu, hipoksia-iskemia selama masa prenatal (ligasi karotid unilateral diikuti 
dengan paparan oksigen 8% selama 3 – 4 jam) menyebabkan penurunan 
enzim tirosin hidroksilase di substansia nigra pada neonatus. Hipoksia-
iskemia yang menyebabkan gangguan motorik perilaku diketahui berkaitan 
dengan hilangnya aktivitas tirosin hidroksilase di daerah substansia nigra 
pada tikus remaja (Fan, 2005). Tirosin hidroksilase merupakan protein 
yang menjadi indikator keberadaan dopamin (DA). Dikarenakan kafein 
dapat menghambat perkembangan saraf pada masa-masa kritis, 
konsekuensi jangka panjang dapat terjadi akibat dari kerusakan formasi 
sinapsis pada otak (Park, 2016).  
Asupan kafein sebanyak 15-20 mg/kg/hari pada tikus meningkatkan 
jumlah reseptor adenosisn terutama pada 4 minggu pertama kehidupan, 
khususnya pada korteks serebral, serebelum, dan hipokampus. Hal ini 
menginduksi hipoaktivitas satu minggu setelahnya. Penurunan aktivitas ini 
diduga berkaitan dengan terganggunya perkembangan kontrol lokomotor 


















kafein pada masa prenatal menurunkan nuerogenesis atau pembentukan 
neuron pada area hipokampus otak sehingga mengganggu memori dan 
perilaku (Park, 2016). 
1.1.5. Kafein Mendukung Radikal Bebas 
Konsumsi kafein selama kehamilan menurunkan aliran darah 
plasenta (200 mg kafein). Endhotelin-1 (ET-1), sebuah polipetida vasoaktif 
berperan dalam peningkatan aliran darah, akan menurun sebanyak 51% 
setelah paparan kafein. Akibat dari penurunan aliran darah tersebut, terjadi 
beberapa respon stres, seperti pelepasan katekolamin yang dapat 
mempengaruhi perkembangan neuronal. Penurunan availabilitas oksigen 
dapat menyebabkan respon stres, peningkatan prekursor metabolik, dan 
perubahan hormonal (Park, 2016). Respon stres serta peningkatan 
metabolisme yang berlebihan dapat memicu terjadinya stres oksidatif.  
Sebuah penelitian menunjukkan bahwa pemberian kafein pada tikus 
dengan dosis 30 mg/kgBB dan 100 mg/kgBB menunjukkan penurunan 
aktivitas arginase pada jaringan otak bersamaan dengan penurunan kadar 
MDA jaringan otak dan plasma, selain itu juga diikuti dengan peningkatan 
level NO jaringan otak dan serum. Hal ini menunjukkan bahwa stres 
oksidatif yang ditandai dengan peningkatan NO, berperan terhadap 
terjadinya gangguan perkembangan sel-sel saraf (Ofluoglu, 2009). 
1.2. Stres Oksidatif 
Stres oksidatif merupakan suatu rangkaian proses pada tingkat 
seluler berupa proliferasi sel, diferensiasi, dan signaling. Meskipun oksigen 
sangat esensial bagi kehidupan sel, metabolismenya yang berlebihan 


















Reactive Oxygen Species (ROS) atau disebut juga sebagai radikal bebas 
(Gupta, 2007). 
Radikal bebas terdiri dari Reactive Oxygen Species (ROS), 
Reactive Nitrogen Species (RNS), dan radikal lainnya. Radikal bebas akan 
bereaksi dengan molekul di sekitarnya untuk mencapai kestabilan atom 
atau molekulnya. ROS akan merusak organel seluler diantaranya 
mitokondria, DNA mitokondria, dan membran sel, serta menyebabkan 
kematian sel (Gupta, 2007).  
Secara umum, tahapan reaksi pembentukan radikal bebas melalui 3 
tahapan reaksi sebagai berikut: 









R1-H + •OH    R1• + H2O 
2. Tahap Propagasi, yaitu pemanjangan rantai radikal 
R2-H + R1•   R2• + R1-H 
R3-H + R2•    R3• + R2-H 
3. Tahap Terminasi, yaitu bereaksinya senyawa radikal dengan 
radikal lain atau dengan penangkap radikal sehingga potensi 
propagasinya rendah 
R1• + R1•   R1 - R1 
R2• + R2•  R2 - R2 dst. 
Dalam rangka menghindari kerusakan akibat ROS, sel tubuh 
memiliki sistem pertahanan antioksidan. Keseimbangan antara produksi 
ROS dan aktivitas antioksidan akan menjaga keseimbangan fisiologis 


















misalnya pada keadaan produksi ROS yang berlebih, stres oksidatif dapat 
menyebabkan kerusakan dan disfungsi sel. Pada kehamilan, stres oksidatif 
dikaitkan dengan kejadian abortus spontan, mola hidatidosa, preeklampsia, 
dan malformasi (Gupta, 2007). 
Xanthin merupakan salah satu senyawa yang reaktif apabila terjadi 
reaksi oksidasi. Xanthin oksidase (XO) secara fisiologis bekerja dengan 
mengkonversi hipoxanthin menjadi asam uric dan anion superoksidan 
radikal. Pada keadaan stress oksidatif di mana terjadi ketidakseimbangan 
antara kadar radikal bebas dengan kapasitas antioksidan, xanthin oxidase 
(XO) akan menghasilkan senyawa radikal bebas (ROS) melalui 
metabolisme purin. Keadaan ini dijumpai pada penyakit disfungsi endotel 
seperti gagal jantung dan diabetes (Elahi, 2009; Feoli, 2014). 
2.2.1. Radikal Bebas 
Radikal bebas (free radical) merupakan suatu senyawa atau 
molekul yang mengandung satu atau lebih elektron tidak berpasangan 
pada orbit luarnya. Ini menyebabkan senyawa tersebut sangat reaktif 
mencari pasangan dengan cara menyerang dan mengikat elektron di 
sekitarnya. Apabila senyawa yang diikiat oleh senyawa radikal bebas 
tersebut merupakan seyawa kovalen maka akan menjadi berbahaya. 
Senyawa yang memiliki ikatan kovalen adalah molekul-molekul besar 
(bioakromolekul) seperti lipid, protein, polisakarida, dan DNA. Semakin 
besar molekul yang mengalami kerusakan, semakin parah akibatnya. 
Kerusakan sel akan berdampak negatif pada struktur dan fungsi sel 


















Radikal bebas menyebabkan kerusakan sel dangan tiga cara, yaitu 
peroksidasi komponen lipid dari membran sel dan sitosol sehingga 
menyebabkan serangkaian reduksi asam lemak yang mengakibatkan 
kerusakan membran; kerusakan DNA yang dapat menyebabkan mutasi 
DNA bahkan dapat menimbulkan kematian sel; ketiga yaitu dengan 
modifikasi protein teroksidasi oleh karena terbentuknya cross linking 
protein, melalui ,ediator sulfidril atas beberapa asam amino labil seoerti 
sistein, metionin, lisin, dan histidin. Reaktivitas radikal bebas dapat 
dihambat melalui 3 cara, yaitu mencegah atau menghambat pembentukan 
radikal bebas baru, menginaktivasi atau menangkap radikal dan memotong 
propagasi (pemutusan rantai), serta memperbaiki (repair) kerusakan akibat 
radikal (Winarsi, 2011). 
Radikal bebas dapat diklasifikasikan menjadi ROS dan RNS. ROS 
sebagian besar terdiri dari radikal superoksida, hidrogen peroksida, 
oksigen singlet, dan radikal hidroksil. RNS terdiri dari peroksinitrit dan nitrit 
oksida (NO) yang dapat beregenerasi selama hipoksia dan menyebabkan 
reperfusi kerusakan pada sel (Gupta, 2007).  
Tabel 2.2 Spesies Oksigen Reaktif (ROS)  
No Radikal  
1 O2• Superoxide 
2 HO• Hydroxyl radical 
3 HO2 Hydroperoxyl radical 
4 LO2 Lipid peroxyl radical 
5 LO• Lipid alkoxyl radical 
6 NO2 Nitrogen dioxide 
7 NO• Nitric oxide 
8 H2O2 Hydrogen proxide 
9 
1
O2 Singlet oxygen 
10 Fe=O Lipid hydroperoxide 
11 HOCl Iron-oxygen complexes 



















2.2.2. Stres Oksidatif pada Sistem Syaraf Pusat 
Sistem syaraf pusat (CNS) sangat sensitif terhadap kerusakan 
akibat radikal bebas karena cenderung memiliki kapasitas antioksidan yang 
rendah. Selain itu, otak sangat sensitif terhadap aktivitas radikal bebas 
karena pemakaian oksigen, poly unsaturated fatty acid yang mudah 
teroksidasi, dan keberadaan logam yang aktif teroksidasi (Cu dan Fe) (Do, 
2009). Produksi ROS pada jaringan dapat menyebabkan kerusakan 
langsung pada mekromolekul seperti lemak, asam nukleat, dan protein. 
Asam lemak poliunsaturated merupakan salah satu terget oksidasi dari 
ROS. Oksigen radikal bebas, radikal superoksida anion (O2-), radikal 
hidroksil (OH-), dan radikal alkilperol merupakan inisiator yang kuat 
terhadap peroksidasi lipid yang berkontribusi terhadap berbagai penyakit. 
Jika sekali peroksidasi lipid diinisiasi, rantai reaksinya akan berlangsung 
terus menerus hingga produk terminasi diproduksi. Produk akhir 
peroksidasi lipid antara lain malondialdehyde (MDA) dapat terakumulasi 
pada sistem tubuh (Rahal, 2014). Disregulasi redoks dapat mengganggu 
perkembangan interneuron dan oligodendrosit. Hal ini menyebabkan 
terjadinya penurunan aktivitas interneuron dan mielinisasi yang terganggu 
(Do, 2009).  
1.3. Antioksidan 
Dalam rangka bekerja melawan efek berbahaya pada sel akibat 
stres oksidatif, sistem tubuh memiliki pertahanan tubuh dengan beberapa 
strategi, di antaranya adalah mencegah kerusakan sel, mekanisme 
perbaikan untuk mengurangi kerusakan akibat oksidasi, dan mekanisme 


















merupakan pilihan lini pertama untuk mengatasi stres (Rahal, 2014). 
Antioksidan secara umum didefinisikan sebagai senyawa yang dapat 
menunda, memperlambat, dan mencegah proses oksidasi lipid. 
Antioksidan bekerja dengan mendonorkan satu elektronnya kepada 
senyawa yang bersifat oksidan sehingga reaktivitas senyawa oksidan 
tersebut dapat dihambat (Sayuti, 2014).  
Pertahanan antioksidan endogen di dalamnya adalah hubungan 
antara molekul antioksidan enzimatik dan nonenzimatik yang terdistribusi di 
sitoplasma dan organel sel lain. Beberapa molekul enzimatik di antaranya 
adalah SOD, katalase, beberapa peroksidase. Molekul-molekul ini 
mengkatalisis reaksi oksidasi dengan mengubah ROS untuk menjadi 
molekul yang lebih stabil misalnya air dan oksigen (O2). Di samping 
molekul enzimatik primer, sejumlah besar enzim-enzim sekunder bekerja 
dengan membentuk siklus redoks serta sebagai ko-faktor untukfungsi 
enzim antioksidan primer. Beberapa antioksidan nonenzimatik di antaranya 
adalah GSH, NADPH, thiredoxin, vitamin E, vitamin C, logam selenium, 
Gambar 2.3. Bagan Flavonoid 
menginduksi aktivasi neuronal signaling 



















flavonoid, asam askorbik, glutation, seluruhnya berfungsi sebagai direct 
scavengers of ROS (Rahal, 2014) seperti terlihat pada gambar 2.3. 
Antioksidan non-enzimatik banyak ditemukan dalam sayuran dan buah-
buahan (Winarsih, 2011).  
1.4. Aktivitas Motorik 
Dopamin (3-hydroxytyramine; DA) merupakan neurotansmitter yang 
bertindak sebagai prekursor untuk sisntesis neurotransmitter norepinefrin 
(NE). Dopamin disintesis dari hormon tirosin. Terdapat 4 pathway atau jalur 
kerja dopaminergik, antara lain: jalur tuberoinfundibular, jalur nigrostriatal, 
jalur mesokortikal, dan jalur mesolibik. Jalur nigrostriatal terdiri dari neuron-
neuron yang badan sel nya berada pada substansia nigra dan berterminasi 
pada bagian dorsal striatum. Area ini berkaitan dengan pergerakan atau 
motorik karena degenerasi dari bagian ini telah diteliti dapat menyebabkan 
penyakit Parkinson yang memiliki ciri tremor, pergerakan yang tidak 
terkontrol (Speed, 2010). Neuron dopaminergik berperan dalam kontrol 
regulasi mood, fungsi kognitif, homeostasis fisiologis, dan koordinasi 
motorik. Pada mamalia, neuron ini terletak di otak pada bagian caudal 
forebrain dan ventral midbrain sedangkan pada zebrafish neuron 
dopaminergik terletak pada daerah forebrain terutama ventral 
diencephalon, ventral thalamus, posterior tuberculum, dan hypotalamus.    
Dopamin merupakan neuromodulator yang penting dalam kontrol 
sistem motorik pada vertebrae dan invertebrae. Hilangnya neuron-neuron 
dopaminergik pada batang otak dapat menyebabkan gangguan perilaku 
motorik. Dopamin memodulasi proses inhibitory dan exitatory pada korda 


















manusia, ketidakseimbangan dopamin berkontribusi dalam defisit motorik 
pada penyakit Huntington dan Parkinson. Dopamin dilepaskan dari neuron 
nigrostiatal mengakibatkan pergeseran kesetimbangan glutamat pada 
ganglia basalis. Reseptor dopamin dapat bekerja melalui dua jalur, yaitu 
jalur langsung dengan mengaktivasi jalur motorik dan jalur tidak langsung 
dengan menghambat jalur motorik. Jalur kerja dopamin pada otak dapat 
diketahui pada gambar 2.4. 
Sebuah penelitian menyebutkan bahwa hipoksia yang menginduksi 
iskemia menyebabkan kerusakan pada otak, salah satunya adalah 
kerusakan neuron dopaminergik serta penurunan enzim tirosin hidroksilase 
(TH) pada bagian substansia nigra (Fan, 2005). Stres oksidatif dapat 
menginduksi disfungsi mitokondria, mutasi genetik, serta menyebabkan 
kematian sel. Kerusakan oksidatif tersebut dimediasi oleh senyawa-
senyawa ROS (reactive oxygen species) (Choi, 2010). Pada keadaan 
setelah terjadi iskemia, dopamin banyak dilepaskan melalui mekanisme 
eksitasi neuronal. Ada dua bentuk dopamin yang dilepaskan, yaitu kalsium-



















dependen dan kalsium-independen (Guo, 2011). Akumulasi dopamin pada 
sitosol dapat memicu stres oksidatif dan neurotoksisitas. Hal ini berkaitan 
dengan meningkatnya ekspresi transpoter dopamin serta berkaitan dengan 
defisit motorik.  (Masoud, 2015).  
1.5. Buah Naga Merah (Hylocereus polyrhizus) 
Buah naga merupakan buah yang berbentuk unik dan berasal dari 
keluarga kaktus. Buah ini berasal dari Meksiko, Amerika Tengah, dan 
Amerika Selatan namun saat ini banyak dibudidayakan di negara-negara 
Asia seperti Taiwan, Vietnam, Filipina, Malaysia. Popularitas buah ini 
meningkat beberapa tahun terakhir karena tingginya manfaat bagi 
kesehatan (Jamilah, 2011). Di Indonesia sendiri buah naga merupakan 
salah satu tanaman holtikultura yang mulai dikembangkan. Tren produksi 
buah naga di Indonesia menunjukkan peningkatan seiring meningkatnya 
konsumsi masyarakat, yaitu di Kabupaten Jember misalnya meningkat 
setiap tahunnya dari 2010 produksinya mencapai 4274 dan pada 2011 
menjadi 4720 (Harvey, 2009).  
2.5.1. Klasifikasi Buah Naga Merah (Hylocereus polyrhizus) 
Buah naga merah memiliki karakteristik kulit buahnya berwarna 
merah dan daging buah berwarna merah keunguan dengan biji kecil-kecil 
berwarna hitam. Jenis buah naga yang banyak ditemukan di Pulau Jawa 
Gambar 2.5 Buah Naga Merah 


















adalah buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dan buah naga putih 
(Hylocereus undatus).  Genus Hylocereus merupakan anggota dari 
tanaman kaktus yang merambat dengan batang segitiga. Adapun 
klasifikasi Hylocereus polyrhizus adalah sebagai berikut : 
Kingdom  : Plantae 
Subkingdom : Tracheobionta 
Divisi  : Spermatophyta 
Subdivisi : Angiospermae 
Kelas  : Dicotyledonae  
Ordo  : Cactales 
Famili   : Cactaceae 
Subfamili : Hylocereanea 
Genus  : Hylocereus 
Spesies : Hylocereus polyrhizus 
2.5.2. Kandungan Gizi Naga Merah (Hylocereus polyrhizus) 
Buah naga merah memiliki daging buah yang berwarna menarik 
dan semakin berwarna merah semakin banyak kandungan pigmen 
warnanya yaitu betasianin. Kandungan nilai gizi buah naga merah adalah 
sebagai berikut: 
Tabel 2.3 Kandungan Nilai Gizi Buah Naga Merah per 100 gram 
 
Sumber : Taiwan Food Industry Develop & Research Autorities, 2005 
 
Zat  Kandungan Gizi 
Air (g) 82,5 – 83 
Protein (g) 0,159 – 0,229 
Lemak (g) 0,12 – 0,61 
Karoten (mg) 0,005 – 0,012 
Kalsium (mg) 6,3 – 8,8 
Fosfor (mg) 30,2 – 36,1 
Besi (mg) 0,55 – 0,65 
Vitamin B1 (mg) 0,28 – 0,043 
Vitamin B2 (mg) 0,043 – 0,045 
Vitamin C (mg) 8 – 9 
Thiamine (mg) 0,28 – 0,030 


















2.5.3. Pigmen Betasianin 
Buah naga diyakini memiliki aktivitas antiradikal yang tinggi dengan 
kandungan senyawa fenolik di dalamnya. Karakteristik unik buah naga 
merah adalah daging buah naga yang berwarna merah keunguan. Warna 
ini merupakan salah satu spektrum warna yang disebut betalain dari 
golongan betasianin. Betasianin merupakan pigmen warna yang 
mengandung gugus nitrogen dalam ikatan senyawanya (Rebecca, 2010). 
Betasianin dalam buah naga juga berkontribusi terhadap senyawa total 
fenol karena keberadaan struktur fenolik dalam molekulnya.  
Konsentrasi betasianin pada daging buah naga merah sekitar 10.3 
mg/ 100 gram (Wu, 2006). Pigmen warna betalain dari golongan betsianin 
dilaporkan memiliki aktivitas sebagai neuroprotective pada otak mencit, 
selain itu juga memiliki aktivitas biologis yang bermanfaat seperti anti 
inflamasi, hipolipidemik, hepatoprotektif, dan anti diabetik (Khan, 2016). 
Betasianin juga memiliki kemampuan dalam melawan sel karsinoma, 
tumor, dan melanoma dengan mekanisme kerja menunda atau 
menghambat oksidasi protein, lipid, karbohidrat, dan DNA yang disebabkan 
oleh ROS maupun RNS. Sebuah studi menyebutkan bahwa fraksi 
betasianin memiliki aktivitas anti radikal bebas yang lebih tinggi jika 
dibandingkan dengan asam askorbik (vitamin C) dan asam galik. Selain itu, 
pigmen betasianin menunjukkan aktivitas anti radikal yang lebih baik 
dibandingkan dengan fraksi-fraksi flavonoid (Khan, 2016; Cai, 2003).  
2.5.4. Flavonoid dan Senyawa Fenol 
Senyawa flavonoid pada daging buah naga merah sekitar 7.21 


















terdegradasi hingga 50% apabila terekspos pada suhu 900 C selama 22.6 
menit (Omidizadeh, 2014). Senyawa fenol meningkatkan aktivitas 
antioksidan pada buah naga merah. Senyawa fenol merupakan metabolit 
sekunder pada tanaman yang terdiri dari senyawa sederhana hingga 
senyawa kompleks seperti asam fenolik dan flavonoid. Senyawa-senyawa 
ini memiliki beberapa aktivitas biologis yang dilaporkan memiliki manfaat 
bagi kesehatan (Omidizadeh, 2014).  
1.6. Ikan Zebra (Danio rerio) 
Ikan zebra berasal dari daerah Myanmar, India, dan Srilanka. Di 
dunia terdapat setidaknya 45 spesies Danio rerio atau ikan zebra dan 
termasuk ke dalam famili Cypirinidae. ikan zebra dapat hidup rata-rata tiga 
hingga empat bulan. Dalam laboratorium, rata-rata siklus hidup ikan zebra 
mencapai 3½ tahun. Aktivitas ikan zebra memiliki perbedaan antara siang 
dan malam, di mana pada siang hari memiliki pola sirkadian yang kuat 
sedangkan di malam hari aktivitas cenderung rendah (aktivitas tidur pada 
mamalia). (Reed, 2010) . Berikut ini merupakan taksonomi ikan zebra, 
Kingdom : Animalia 
Subfilum : Vertebra 
Filum  : Chordata 
Kelas  : Teleostei 


















Ordo  : Cypriniformes 
Famili  : Cyprinidae 
Genus  : Danio 
Spesies : Danio rerio (Hamilton, 1822) – zebra danio (ITIS, 2015) 
2.6.1. Karakteristik Ikan Zebra 
Ikan zebra memiliki warna kulit loreng yang memanjang dari kepala 
sampai ekor serta anus. Dalam pemisahan ikan zebra saat penelitian, 
terlebih dahulu harus diketahui perbedaan antara ikan zebra jantan dan 
betina. Perbedaan ikan zebra jantan dan betina adalah sebagai berikut 
Tabel 2.4 Pembeda Ikan Zebra Jantan dan  Betina 
Ikan Zebra Jantan Ikan Zebra Betina 
1. Tubuh berwarna lebih gelap 
daripada betina 
2. Garis tubuh lebih kontras pada 
warna kuning atau coklat 
3. Permukaan pinggang bagian 
ventral lebih pipih dibanding 
betina 
4. Warna kuning lebih gelap pada 
bagian bawah sirip 
5. Lebih aktif bergerak 
1. Warna tubuh lebih terang dibanding 
jantan 
2. Ukuran rata-rata ikan zebra betina 
lebih besar daripada jantan 
3. Pada permukaan ventral pinggang 
tampak lebih bulat karena 
perkembangan telur di dalam ovarium 
4. Terdapat warna abu-abu kilat 
kebiruan pada bagian ventral tubuh 
5. Kurang aktif bergerak 
 
2.6.2. Siklus Hidup Ikan Zebra 
Fertilisasi dapat terjadi apabila minimal terdapat satu ikan jantan di 
dalam akuarium. Rasio ideal untuk ikan jantan dan betina untuk dapat 
menghasilkan telur adalah 4 : 6 (Selderslagh, 2010). Ikan betina dapat 
menghasilkan telur hingga ratusan dalam satu hari dengan interval dua 
sampai tiga hari. Setelah dibuahi, perkembangan embrio dimulai dan telur 
yang dibuahi segera menjadi transparan. Tahap embrio ikan zebra adalah 
0 – 72 jam pasca fertilisasi / hour post fertilization (hpf), tahap larva awal 


















pertengahan larva adalah 14 – 29 dpf, remaja 30 dpf, dan ikan zebra 
dewasa yang matang secara seksual dari usia 3 – 4 bulan (Spencer, 2007). 
Siklus hidup ikan zebra dapat diketahui pada Gambar 2.5. 
2.6.3. Perkembangan Embrio Ikan Zebra 
Embrio ikan zebra berkembang sangat cepat. Sejak terjadi fertilisasi 
atau pembuahan secara in vitro, telur akan berubah menjadi bentuk zigot 
dalam waktu 0-45 menit, kemudian embrio akan membelah sejak 45 menit 
sampai 2 jam hpf dan tahap ini disebut sebagai morula. Dua jam setelah 
fertilisasi, embrio akan memasuki tahap blastula selanjutnya terjadi fase 
gastrulasi yaitu pada 5 hpf hingga 10 hpf. Pada 10 hingga 24 hpf 
berikutnya, terjadi fase segmenta yaitu pembentukan somit, organogenesis 
primer, pergerakan awal, serta ekor ikan zebra mulai tampak. Selanjutnya, 
24 hingga 48 hpf, ikan zebra dalam tahap faringula di mana mulai terbentuk 
aksis tubuh yang rata, mulai berdenyutnya jantung yang menandakan 
berjalannya sistem kardiovaskuler, mulai terbentuknya sirip, serta terdapat 
rangsang sensitivitas taktil. Pada 48 hingga 72 hpf, ikan zebra mengalami 
morfogenesis yang hampir sempurna serta merupakan tahap terakhir pada 



















masa embrio. Setelah 72 jam, embrio ikan zebra disebut sebagai larva, 
mulai aktif berenang dan mampu mencari makanan sendiri (Kimmel, 1995). 
Perkembangan sistem saraf pusat ikan zebra berlangsung dimulai 
pada masa gastrulasi (6 hpf), dasar tubuh ikan zebra telah terbentuk dan 
sel-sel berkembang menjadi sistem saraf. Selanjutnya pada 10 hpf 
terbentuk korda spinal. Pada 24 hpf terbentuk tiga bagian otak, yaitu otak 
depan, tengah dan belakang. Ventrikel otak dan neuron pertama terbentuk 
pada 48 hpf, ini menyebabkan ikan zebra mulai dapat merespon terhadap 
stimulus. Pada 2 sampai 3 hari post fertilisasi (dpf), terbentuk 
neurotransmitter dan secara sempurna sistem saraf terbentuk pada 4 dpf. 
Area otak yang diyakini sama jika dibandingkan dengan ganglia basalis 
pada manusia terletak di bagian otak depan ikan zebra, hal ini homolog 
pada striatum dan hipokampus pada mamalia (Esch, 2012). 
Tabel 2.5 Perkembangan Awal Embrio Ikan Zebra 
Tahap Waktu Keterangan 
Periode zigot  
(1 sel) 
0 – ¾ jam Telur yang baru difertilisasi berkembang 
menjadi zigot, sitoplasma menuju kutub 
untuk membentuk blastodisk 
Periode 
pembelahan  
(2 – 64 sel) 
¾ - 2 jam Sel membelah menjadi 2,4,8,16, 32 sampai 
64 set 
Periode blastula 2 ¼ - 5 ¼ jam Embrio memasuki transisi midblastula, 
pembentukan yolk syncytial layer (YSL) dari 
epiboly. Diawali dengan terbetuknya kubah 
dan perubahan blastodisk menjadi 
blastoderm 
Periode gastrula 5 ¼ - 10 jam  Epiboly sudah terbentuk secara sempurna, 
tail bud, aksis embrionik, dan primary germ 
layer telah terbentuk 
Periode 
segmentasi 
10 – 24 jam Organogenesis awal dimulai. Diawali 
dengan neuron dan ginjal, telinga mulai 
nampak, ekor anterior memanjang, terjadi 


















Periode pharyngula 24 – 48 jam Aksis tubuh mulai lurus ditandai dengan 
kepala yang memendek dan mulai lurus. 
Dimulainya pembentukan sirip. Jantung 
mulai berdenyut, serta mulai muncul 
sensitivitas terhadap rangsang taktil 
Periode penetasan 48 – 72 jam Morfogenesis telah sempurna dan terjadi 
penetasan secara spontan menjadi larva. 
Mulai aktif berenang dan mulai timbul 
refleks menghindar pada rangsang taktil. 
Periode Larva 
Berenang Bebas 
120 dpf Pada usia ini larva ikan zebra dapat 
berenang bebas untuk mengeksplorasi 
lingkungannya serta mencari makanan. 
2.6.4. Aktivitas Motorik Ikan Zebra  
Embrio dan larva ikan zebra memiliki pola tahapan yang spesifik 
terhadap motilitas atau lokomotor. Struktur embrionik ikan zebra telah 
menuntaskan perkembangan sistem saraf pusat dan otot skeletal pada 
ikan dewasa. Ikan zebra memiliki setidaknya 20 populasi sel neuron yang 
berbeda pada otak yang mempersarafi saraf spinal, terletak di bagian 
batang otak (Granato, 1996).  
Pada usia 24 hpf, morfogenesis otak ikan zebra meningkat dan 
bagian otak terbagi menjadi otak depan termasuk di dalamnya adalah 
diensefalon dan telensefalon, kemudian midbrain, hindbrain, dan korda 
spinal di mana neuron-neuronnya terkoneksi satu sama lain melalui akson.  
Pada 48 hpf ventrikel otak terbentuk dan embrio ikan zebra mulai 
merespon terhadap stimulus. Subtipe sel glial, oligodendrosit, sel schwan, 
dan astrosit ditemukan pada larva ikan zebra berusia 4 dpf oleh sebab itu 
penilaian aktivitas motorik dapat dilakukan dengan baik sejak usia 4 dpf. 
Beberapa regio sistem saraf pusat ikan zebra seperti hipotalamus, saluran 
optik, sistem olfaktori, korda spinalis, dan saraf kranial menunjukkan 


















pada mamalia seperti GABA, glutamat, dopamin, noradrenalin, serotonin, 
histamin, dan asetilkolin juga terdapat pada ikan zebra (Esch, 2010).  
Sistem dopaminergik (DA) dapat diketahui baik pada embrio 
maupun pada ikan zebra dewasa. Sebuah penelitian membuktikan bahwa 
seluruh komplemen sistem aminergik pada ikan dewasa terdapat pada hari 
ke 4-5 post fertilization (dpf) yaitu ketika larva dapat berenang bebas 
(McLean, 2004). Neuron DA pertama terdeteksi pada 18 hingga 19 hpf di 
dalam kluster sel pada tuberkulum posterior dari diensefalon ventral. 
Neuron-neuron ini mewakili sistem DA asenden ke striatum, pada manusia 
ini homogen dengan sistem nigrostriatal (Flinn, 2008; Reimer, 2013). 
Penelitian lain menyebutkan bahwa neuron-neuron dopamin (DA) ikan 
zebra dibentuk di diensefalon dan telensefalon namun tidak dibentuk di 
mesensefalon. Sebagian besar analisis sistem dopaminergik pada ikan 
zebra dilakukan berdasarkan deteksi protein Tyrosine hydroxylase (TH) 
yang dimulai pada hari pertama masa perkembangan (Tay, 2011). 
Meskipun neuron-neuron dopaminergik terhitung kurang dari 1% dari total 
populasi neuronal di otak, neuron tersebut memiliki efek yang penting pada 
fisiologi otak. DA meregulasi lokomotor, kognisi, dan emosi (Rico, 2010). 
Perkembangan terkoordinasi dari batang otak dan neuron-neuron 
target spinalis merupakan hal penting untuk menghasilkan sistem 
fungsional lokomotor yang tepat. Sebuah penelitian menunjukkan bahwa 
proyeksi dopaminergik desenden dari otak mendukung pembangkitan 
neuron motor pada interneuron korda spinalis embrio ikan zebra. 
Penghambatan sinyal esensial ini selama periode awal neurogenesis 


















menyebabkan respon motorik yang buruk pada larva yang berenang 
bebas. Dopamin merupakan faktor yang mempengaruhi neurogenesis 
pada perkembangan otak serta pada otak dewasa. Penurunan signaling  
dopamin selama masa awal perkembangan menyebabkan gangguan 
perilaku motorik vital pada masa perkembangan selanjutnya (Reimer, 
2013) 
Embrio ikan zebra memiliki perilaku motorik yang mudah diamati . sebagian 
besar kegiatan motorik diatur oleh sumsum tulang belakang dan otak belakang. 
Perilaku motorik embrio muncul dalam urutan yang diawali dari periode awal 
yaitu kontraksi melingkar spontan, lalu respon berkedut saat disentuh, dan 
kemudian kemampuan berenang. Kontraksi melingkar dihasilkan oleh gabungan 
rangkaian listrik pada neuron-neuron tulang belakang dan bahan kimia 
glutamanergic serta glycerinergic mendasari respon terhadap sentuhan dan 
kemampuan berenang. Kemampuan berenang semakin berkembang pada larva 
begitu sistem pengaturan neuron serotonergik dan dopaminergik berkembang. 
Hasil ini menunjukkan banyak kesamaan antara perkembangan motorik pada 
ikan zebra dengan vertebrata lainnya. Karenanya dapat dijadikan model untuk 




















KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 
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- Senyawa Flavonoid 


















Kafein (1-2-3, trimethylxanthine) merupakan salah satu senyawa 
xanthin dari golongan purin alkaloid. Salah satu kandungan kafein adalah 
paraxhanthin yang merupakan derivat xanthin (Fredholm, 2011). 
Metabolisme kafein terjadi di hepar dan dimetabolisme ke dalam lebih dari 
25 metabolit. Enzim yang berperan dalam metabolisme kafein di antaranya 
adalah isoenzim sitokrom hepatik P-450 (CYP450) (Echeverri, 2010). Pada 
kehamilan, fetus, dan neonatus terjadi retensi kafein, di mana waktu paruh 
metabolisme kafein memanjang. Hal ini dikarenakan adanya defisiensi 
enzim P-450 pada keadaan-keadaan tersebut (Brent et al., 2011).  
Kafein bersifat hidrofobik sehingga memungkinkan untuk melewati 
seluruh membran sel dan dapat dengan bebas melewati sawar plasenta 
dan otak (Ferdholm et al., 2011). Metabolit kafein diketahui dapat 
terakumulasi pada otak janin (Brent et al., 2011). Kandungan kafein berupa 
paraxanthin yang merupakan derivat xanthin merupakan salah satu sumber 
oksidasi yang menyebabkan terproduksinya senyawa radikal bebas atau 
ROS (Elahi, 2009).  
Kafein berkontribusi terhadap peningkatan tekanan darah sistolik dan 
diastolik seiring dengan meningkatnya pelepasan katekolamin. Kafein 
dapat menginduksi stres kimiawi pada tubuh karena potensinya yang dapat 
meningkatkan pelepasan katekolamin (Yang, 2010). Katekolamin berperan 
penting dalam mengontrol respon vaskuler perifer, diantaranya adalah 
adrenalin dapat meningkatkan heart rate serta adrenalin berperan dalam 
peningkatan tekanan sistolik dan diastolik. Katekolamin dapat melewati 


















Janin membutuhkan gizi serta oksigenasi melalui aliran darah 
uteroplasenta. Vasokontriksi pembuluh fetomaternal pada plasenta dapat 
menurunkan aliran oksigen dan nutrisi yang dibutuhkan oleh janin untuk 
berkembang sehingga janin mengalami hipoksia. Hipoksia pada jaringan 
akan menginduksi reperfusi oksigen dan metabolisme oksigen. 
Metabolisme oksigen yang meningkat akibat adanya hipoksia jaringan akan 
menyebabkan oksidasi oksigen. Oksidasi oksigen yang di luar batas 
normal disebut sebagai stres oksidatif (Gupta, 2007). Stres oksidatif dapat 
menginduksi disfungsi mitokondria, mutasi genetik, serta menyebabkan 
kematian sel. Kerusakan oksidatif tersebut dimediasi oleh senyawa-
senyawa ROS (reactive oxygen species) (Choi, 2010).  
Dopamin disintesis dari hormon tirosin serta bekerja melalui 4 jalur 
salah satunya adalah pada bagian substansia nigra. Pada bagian ini, 
dopamin berkaitan dengan aktivitas motorik (Speed, 2010). Kerusakan 
pada otak yang terjadi salah satunya adalah kerusakan neuron 
dopaminergik serta penurunan enzim tirosin hidroksilase (TH) pada bagian 
substansia nigra (Fan, 2005). Kerusakan akibat stres oksidatif dapat 
dihentikan dengan suatu senyawa yang disebut antioksidan.  
Antioksidan bekerja dengan mendonorkan satu elektronnya kepada 
senyawa yang bersifat oksidan sehingga reaktivitas senyawa oksidan 
tersebut dapat dihambat (Sayuti, 2014). Senyawa antioksidan bervariasi 
contohnya antara lain adalah vitamin C, vitamin E, flavonoid, asam 
askorbik. Senyawa-senyawa ini banyak ditemukan dalam sayuran dan 
buah-buahan, salah satunya adalah buah naga merah (Hylocereus 


















serta warna daging buahnya. Buah naga mengandung berbagai zat gizi 
seperti protein, kalsium, fosfor, vitamin B1 dan vitamin C. Buah naga 
diyakini memiliki aktivitas anti radikal yang tinggi karena kandungan 
senyawa fenolik di dalamnya. Selain itu, pigmen warna marah pada buah 
naga yang masuk dalam golongan betasianin dilaporkan memiliki aktivitas 
sebagai neuroprotektif pada otak mencit yang diinduksi stres oksidatif. 
Selain itu, pigmen betasianin memiliki aktivitas biologis seperti anti 
inflamasi, hipolipidemik, hepatoprotektif, dan anti diabetik (Khan, 2016). 
Betasianin bekerja dengan menghambat oksidasi lipid, protein, dan DNA 
yang disebabkan oleh ROS sehingga kerusakan sel atau jaringan akibat 
stres oksidatif dapat berkurang. (Khan, 2016; Cai, 2003) 
 
1.2. Hipotesis Penelitian 
1. Buah naga merah (Hylocerus polyrhizus) sebagai antioksidan dapat 
meningkatkan respon taktil pada embrio ikan zebra (Danio rerio) yang 
diberikan kafein. 
2. Buah naga merah (Hylocerus polyrhizus) sebagai antioksidan dapat 
meningkatkan kemampuan berenang pada larva ikan zebra (Danio 




















2.1. Rancangan Penelitian 
Penelitian ini menggunakan desain eksperimen murni (true 
experimental design) secara in vitro menggunakan rancangan Randomized 
Post Test Only Controlled Group Design yaitu rancangan yang digunakan 
untuk mengukur pegaruh perlakuan terhadap kelompok eksperimen 
dengan cara membandingkan perlakuan dengan kelompok kontrol. 
Penelitian ini membagi sampel dalam enam kelompok perlakuan, 
yaitu: 
1. Kelompok kontrol : sampel tidak diberikan paparan kafein maupun 
ekstrak buah naga merah. 
2. Kelompok kontrol negatif : sampel diberikan kafein dosis 20 mg/L dan 
tidak diberikan ekstrak buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) 
3. Kelompok kontrol positif : sampel diberikan kafein dosis 20 mg/L dan 
diberikan antioksidan sederhana (vitamin C) dengan dosis 44 mg/L 
4. Kelompok Perlakuan 1 : sampel diberikan kafein dosis 20 mg/L dan 
diberikan ekstrak buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dosis 1 
yaitu 29 mg/L 
5. Kelompok Perlakuan 2 : sampel diberikan kafein dosis 20 mg/L dan 
diberikan ekstrak buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dosis 2 
yaitu 58 mg/L 
6. Kelompok Perlakuan 3 : sampel diberikan kafein dosis 20 mg/L dan 
diberikan ekstrak buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dosis 3 




















2.2. Sampel Penelitian dan Pengulangan 
Sampel penelitian adalah embrio ikan zebra. Pengambilan sampel 
dilakukan dengan teknik Simple Random Sampling. Jumlah sampel 
masing-masing kelompok adalah 20 embrio dengan tiga kali pengulangan. 
Jumlah tersebut sudah mewakili dan representatif untuk dilakukan 
penelitian. Perhitungan jumlah sampel minimal menggunakan Rumus 
Frederer : 
(n – 1) (t – 1) ≥ 15 
(n – 1) (6 – 1) ≥ 15 
n – 1 ≥ 3 
n ≥ 4 
keterangan :  
n = jumlah sampel; t = jumlah kelompok penelitian 
 
Berdasarkan rumus tersebut didapatkan bahwa jumlah sampel 
minimal yang dapat digunakan adalah empat embrio ikan zebra. 
Selanjutnya untuk menilai apakah jumlah tersebut sudah adekuat untuk 
penelitian ini, digunakan metode Equation (E), sebagai berikut: 
E = total hewan coba – total kelompok penelitian 
E = (4x6) – 6 
E = 24 – 6 
E = 18 
 
2.3. Variabel Penelitian 
2.3.1. Variabel Bebas 
Variabel bebas yang digunakan adalah pemberian kafein dengan 
konsentrasi tetap yaitu 20 mg/L serta pemberian ekstrak buah naga merah 
(Hylocereus polyrhizus) dengan konsentrasi yang berbeda yaitu 






















2.3.2. Variabel Terikat 
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas motorik yang 
diukur dengan respon taktil pada 48 hpf dan kemampuan berenang larva 
ikan zebra pada 120 hpf.  
2.3.3. Variabel Kontrol 
Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah umur ikan zebra yang 
digunakan serta pencahayaan inkubator dan pelaksanaan penilaian respon 
taktil serta kemampuan berenang. 
2.4. Lokasi dan Waktu Penelitian 
Pemeliharaan hewan coba dan lokasi penelitian ini dilaksanakan di 
Laboratorium Budidaya Ikan, Divisi Reproduksi Ikan, Fakultas Perikanan 
dan Ilmu Kelautan, Universitas Brawijaya, Malang. Penelitian ini 
dilaksanakan pada bulan Juli – Agustus 2017. 
2.5. Definisi Operasional 
Variabel Definisi Satuan Skala Instrumen 
Kafein Kafein yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah kafein murni dalam bentuk 
bubuk yang didapat dari Lab.  
Farmakologi Fakultas Kedokteran 
Universitas Brawijaya.  




Ekstrak buah naga merah adalah 
daging buah naga merah yang telah 
melalui proses ekstraksi dan berupa 
ekstrak murni atau pro analisis. 
Ekstraksi menggunakan metode 
maserasi dengan pelarut etanol 100%. 
Buah naga merah didapatkan dari UPT 
Materia Medika, Batu. Proses 
pengeringan dan ekstraksi dilakukan di 
Lab. Farmakologi Fakultas Kedokteran 
Universitas Brawijaya 
mg/L Rasio Neraca  
Aktivitas 
Motorik 
Aktivitas motorik ikan zebra diukur 
melalui respon taktil dan kemampuan 
berenang. Respon taktil embrio diukur 
pada 48 hpf. Respon berupa 
pergerakan embrio. Kemampuan 
berenang larva diukur pada 120 hpf 





















atau 5 dpf. Sebelum dilakukan penilaian 
aktivitas motorik, dilakukan pengamatan 
malformasi pada larva ikan zebra. Larva 
dengan kelainan morfologi seperti 
curved tail / kinked tail tidak disertakan 
dalam tes perhitungan motorik 
2.6. Bahan dan Alat Penelitian 
2.6.1. Bahan 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain Zebrafish 
(Danio rerio) dewasa, medium embrio yang terdiri dari 0,004% CaCl2, 
0,163% MgSO4, 0,1% NaCl, dan 0,003% KCl dalam aqua destilata, kafein 
bubuk yang dilarukan dalam air terdestilasi, ekstrak buah naga merah. 
2.6.2. Alat 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanki / akuarium, 
incubator, jarum, mikroskop binokular (biner), cawan petri, mikropipet dan 
tip, kamera. 
2.7. Prosedur Penelitian 
2.7.1. Pemeliharaan Ikan Zebra 
Ikan zebra (Danio rerio) diperoleh dari Laboratorium Budidaya Ikan, 
Divisi Reproduksi Ikan, Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas 
Brawijaya. Dilakukan determinasi ikan zebra di LIPI untuk menentukan 
galur ikan zebra. Pemeliharaan ikan zebra dewasa dilakukan dalam tanki 
dengan kapasitas 60 L. Suhu air dijaga pada suhu 28,50 C dan pH antara 
7,9 – 8,3, kadar oksigen > 95%. Ikan zebra diberi makan sebanyak tiga kali 
setiap hari pada pagi hari dengan Tetramin dan sore hari dengan makanan 
ikan atau ulat sutra. Di dalam akuarium diberikan wadah berukuran 26 cm x 
20 cm x 12,5 cm dengan diberikan jaring di atasnya agar telur ikan zebra 




















Perawatan ikan zebra dilakukan dengan memperhatikan siklus gelap dan 
terang dengan perbandingan 14 : 10 jam.  
2.7.2. Pengambilan Telur 
Ikan zebra memproduksi telur setiap pagi (fotoperiodik). 
Pengambilan telur dilakukan dengan meletakkan keranjang berjala pada 
tanki ikan zebra dewasa setelah pemberian makan terakhir dan diambil 15-
20 menit setelah periode terang dimulai karena fertilisasi terjadi pada saat 
tersebut. Telur yang diperoleh dipindahkan pada cawan petri dan diisi 
dengan air. Selanjutnya, telur dibilas menggunakan air kurang lebih 
sebanyak 5 kali untuk membersihkan dari debris.   
2.7.3. Pengamatan Telur Ikan Zebra yang Terfertilisasi 
Telur yang telah dibersihkan selanjutnya diletakkan dalam cawan 
petri kemudian diamati di bawah mikroskop untuk menentukan apakah telur 
tersebut terfertilisasi atau tidak. Telur yang terfertilisasi menunjukkan pada 
bagian dalam cangkang terdapat bulatan yang berwarna lebih keruh dari 
bagian tengahnya. Pengamatan ini dilakukan tidak lebih dari 2 jam. 
Berikutnya embrio diletakkkan pada piring kultur atau cawan petri  serta 
diinkubasi pada suhu 28 ± 0.5 0C. Proses dekorionisasi berlangsung secara 
alami, yaitu secara normal telur akan menetas pada 72 hpf (Kimmel, 1998). 
Medium embrio diganti satu kali setiap hari sesuai dengan paparan yang 
diberikan. Embrio dirawat hingga usia 120 hpf.  
2.7.4. Pemberian Kafein  
Kafein 1,3,7-trimethylxanthine (pro analisis) diberikan pada  2 hpf 




















ketika sel telah berdiferensiasi menjadi 64-128 sel. Pada fase ini embrio 
dapat secara jelas dibedakan telah terfertilisasi atau tidak (Kimmel, 1995). 
Sebelumnya, kafein bubuk dilarutkan dalam air yang terdestilasi dan 
diencerkan dalam medium embrio dengan dosis 20 mg/L. Kafein dan 
medium embrio ikan zebra diganti setiap hari. Dosis kafein tersebut 
berdasarkan hasil penelitian Chen, et al (2008), di mana pada dosis 
tersebut secara signifikan menyebabkan penurunan respon taktil pada 48 
hpf. Selain itu, berdasarkan penelitian pendahuluan yang dilakukan 
sebelumnya, didapatkan bahwa pada kafein dosis 19 mg/L menurunkan 
respon taktil dan kemampuan berenang.   
2.7.5. Pemberian Vitamin C 
Vitamin C yang digunakan dalam penelitian ini adalah vitamin C 
murni yang didapatkan dari Laboratorium Farmakologi, Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya. Dosis vitamin C yang diberikan adalah 
44 mg/L. Dosis vitamin C tersebut dibuat berdasarkan penelitian terdahulu 
oleh Reimer (2006) dimana vitamin C dengan dosis 250 µM dengan dosis 
secara signifikan mampu menurunkan toksisitas akibat ROS pada embrio 
ikan zebra. Vitamin C diberikan bersama dengan kafein pada kelompok 
kontrol positif di dalam medium embrio mulai dari 2 hpf hingga 120 hpf.  
2.7.6. Proses Ekstraksi Buah Naga Merah (Hylocereus polyrhizus) 
Buah naga merah diperoleh dari UPT Materia Medika. Sebelumnya 
dilakukan determinasi buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) di UPT 
Materia Medika untuk memastikan identifikasi buah naga merah sesuai 




















Ekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut metanol 
100%. Metode maserasi merupakan salah satu jenis ekstraksi dingin yang 
sesuai untuk mendapatkan senyawa bioaktif yang volatil dalam buah naga 
merah ini seperti pigmen betasianin dan vitamin C. Disebutkan dalam 
sebuah studi bahwa kondisi optimum untuk memperoleh betasianin yang 
tinggi serta kadar vitamin C yang optimal adalah dengan melakukan 
ektraksi pada suhu 30-40o C (Pichayajittipong, 2014). Di sisi lain proses 
ekstraksi panas yang menggunakan suhu lebih dari 90o C seperti soxhlet, 
dekok, infus, dan destilasi uap dapat merusak senyawa pigmen betasianin, 
vitamin C, dan senyawa fenol (Saifudin, 2014). (Proses pembuatan ekstrak 
dimulai dengan mencincang kecil buah naga merah yang telah dicuci 
kemudian dikeringkan selama 2 – 3 hari dalam oven dengan suhu 
maksimal 60 derajat celcius. Selanjutnya proses ekstraksi menggunakan 
metode maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 100%. Proses 
ekstraksi dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran 
Universitas Brawijaya Malang. 
2.7.7. Pemberian Ekstrak Buah Naga Merah (Hylocereus polyrhizus) 
Ekstrak buah naga merah diberikan bersama dengan kafein di 
dalam medium embrio dan diberikan mulai dari 2 hpf sampai 120 hpf. 
Penentuan dosis buah naga yang diberikan berdasarkan kandungan asam 
askorbat pada buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) yaitu 2.9 
mM/gram ekstrak kering (Rebecca, 2010). Dosis yang diberikan masing-
masing kelompok perlakuan adalah 29 mg/L, 58 mg/L, dan 97 mg/L. Dosis 
tersebut ditentukan berdasarkan konsentrasi plasma vitamin C pada 




















2.7.8. Penilaian Aktivitas Motorik 
Penilaian respon taktil dilakukan pada 48 hpf. Setiap embrio 
diletakkan pada object glass. Respon taktil diukur dengan menghitung 
embrio yang bergerak di dalam cangkang setelah diberikan rangsangan 
berupa sentuhan menggunakan needle 23G selama 1 menit dengan 
frekuensi 5 kali dan interval 5 detik. Respon taktil berupa pergerakan ekor 
dan pergerakan memutar aksis tubuh setelah diberikan rangsang 
sentuhan. Pengamatan tersebut dilakukan di bawah mikroskop CX-21 dan 
direkam menggunakan kamera. 
Setelah pemaparan berakhir yaitu pada 120 hpf, medium embrio 
diganti dengan medium tanpa paparan kafein maupun ekstrak buah naga 
merah. Tes kemampuan berenang dilakukan untuk menilai kemampuan 
motorik larva ikan zebra yang dilakukan pada 120 hpf karena pada usia ini 
larva dapat berenang bebas dan mampu mencari makanannya sendiri. Hal 
ini menunjukkan aktivitas motorik yang matur sehingga dianggap telah 
mencerminkan sistem saraf pusat pada vertebra (Wolman, 2012). Pada 
120 hpf larva dibilas menggunakan air bersih sebanyak 3 kali kemudian 
diaklimatisasi di lingkungan baru selama 1 jam. Tes dilakukan dengan 
meletakkan 1 larva pada 1 well-plate berdiameter 3,5 cm berisi air bersih 
sebanyak 8 mL selanjutnya dilakukan pengamatan selama 1 menit dengan 
merekam menggunakan kamera. 
2.8. Analisa Statistik 
Data yang diperoleh dalam penelitian ini dinalisis menggunakan 
program SPSS 19.0. Pertama, dilakukan uji normalitas dan homogenitas 




















Independent T-Test dan ANOVA. Uji normalitas yang digunakan adalah Uji 
Kolmogorov Smirnov karena jumlah total sampel yang digunakan lebih dari 
50 sampel. Sebaran data dikatakan normal dan homogen dengan p-value > 
0.05.  
Pada kelompok kontrol dan kafein menunjukkan sebaran data 
normal dan homogen, selanjutnya dilakukan Uji Independent T-Test 
dengan derajat kemaknaan yang digunakan adalah p > 0.05 untuk 
mengetahui perbedaan antara kedua kelompok perlakuan. Pada kelompok 
kontrol negatif, kontrol positif, serta perlakuan 1,2, dan 3 menunjukkan 
sebaran data yang normal dan homogen, selanjutnya dilakukan uji ANOVA 
untuk mengetahui perbedaan antar kelompok dengan derajat 
kebermaknaan yang digunakan adalah p > 0.05. Selanjutnya, pada 
penilaian pengaruh pemberian ekstrak buah naga merah terhadap respon 
taktil, uji ANOVA menunjukkan nilai signifikan (p<0.05) maka dilanjutkan 
dengan uji post hoc untuk mengetahui letak perbedaan pada setiap 
kelompok.  
Uji korelasi dan regresi dilakukan dengan syarat uji ANOVA 
menunjukkan nilai yang signifikan. Uji korelasi bertujuan untuk menguji ada 
atau tidaknya hubungan respon taktil dengan perlakuan serta arah 
hubungan tersebut sedangkan uji regresi bertujuan untuk mengetahui 
sejauh mana pengaruh perlakuan terhadap respon taktil setelah diketahui 
adanya hubungan di antara keduanya. 





















2.9. Alur Penelitian 
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HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 
 
Pada penelitian ini, dilakukan pengamatan motorik embrio ikan zebra 
(Danio rerio) setelah pemaparan kafein dan ekstrak buah naga merah 
(Hylocereus polyrhizus) untuk melihat pengaruh aktivitas radikal bebas akibat 
pemberian kafein terhadap respon taktil dan kemampuan berenang pada embrio 
ikan zebra (Danio rerio). Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental 
laboratorik pada hewan coba berupa embrio ikan zebra (Danio rerio) yang secara 
acak dibagi ke dalam enam kelompok dengan jumlah sampel untuk masing-
masing kelompok adalah 20 embrio serta dengan tiga kali pengulangan pada 
masing-masing kelompok perlakuan.  
Variasi kelompok perlakuan pada penelitian ini antara lain, kelompok 
kontrol, kontrol negatif (pemberian kafein dosis 20 mg/L), kontrol positif 
(pemberian vitamin C dosis 44 mg/L), perlakuan 1 (kafein 20 mg/L dan ekstrak 
buah naga merah 29 mg/L), perlakuan 2 (kafein 20 mg/L dan ekstrak buah naga 
merah 58 mg/L), dan perlakuan 3 (kafein 20 mg/L dan ekstrak buah naga merah 
87 mg/L). Paparan pada masing-masing perlakuan dilakukan sejak 2 hpf. 
Penilaian respon taktil pada 48 hpf dengan menyentuhkan jarum pada cangkang 
embrio ikan zebra serta dilakukan di bawah mikroskop Olympus C21 dengan 
perbesaran 40 kali. Penilaian aktivitas motorik dilakukan pada 120 hpf dengan 
meletakkan 1 larva ikan zebra dalam satu well-plate, penilaian dilakukan selama 


















Hasil uji normalitas pada data penilaian respon taktil menunjukkan sebaran 
data yang normal dengan p-value >0.05, selain itu uji homogenitas menunjukkan 
variasi data yang homogen dengan p-value 0.081 (p >0.05). Hasil uji normalitas 
pada data penilaian kemampuan berenang menunjukkan sebaran data yang 
normal dengan p-value >0.05 sedangkan hasil uji homogenitas menunjukkan 
variasi data yang homogen dengan p-value 0.213 (p>0.05. Dengan demikian uji 
statistik yang digunakan dalam penelitian ini adalah menggunakan uji parametrik 
yaitu ANOVA.  
5.1. Penilaian Respon Taktil Embrio Ikan Zebra (Danio rerio)  
5.1.1. Pengaruh Kafein dan Ekstrak Buah Naga Merah terhadap Respon 
Taktil Embrio Ikan Zebra 
Hasil rata-rata tiga kali pengulangan penilaian respon taktil pada 48 
hpf menunjukkan adanya penurunan respon taktil pada kelompok kontrol 
terhadap kelompok kontrol negatif. Selanjutnya respon taktil menurun pada 
kelompok perlakuan 1 terhadap kontrol dan kontrol negatif. Respon taktil 
meningkat pada kelompok perlakuan 2 dan 3 terhadap kelompok kontrol 
negatif. Namun, respon taktil menurun pada kelompok kontrol positif 
terhadap kelompok kontrol negatif serta perlakuan 1,2, dan 3. Rata-rata 
respon taktil dapat dketahui pada Tabel 5.1 berikut : 









Kontrol  5.07 5.22 2.50 4.26 
Kontrol negatif 2.08 3.56 1.50 2.38 
Kontrol Positif 1.73 0.80 1.68 1.403 
Perlakuan 1 2.50 1.84 2.29 2.21 
Perlakuan 2 2.92 1.75 2.53 2.4 


















Berdasarkan Tabel 5.1 di atas, terjadi penurunan rata-rata pada 
kelompok kontrol negatif terhadap kelompok kontrol. Selanjutnya pada 
kelompok perlakuan 2 dan 3 terjadi peningkatan respon taktil dengan 
peningkatan tertinggi pada kelompok perlakuan 3. Peningkatan respon 
taktil pada kelompok perlakuan 3 mendekati respon taktil pada kelompok 
kontrol. Namun, terjadi penurunan respon taktil pada kelompok kontrol 
positif dibandingkan dengan kelompok lain. Hasil penilaian respon taktil 
diketahui melalui Gambar 5.1 berikut: 
Gambar 5.1. Grafik penilaian respon taktil pada kelompok pemberian 
ekstrak buah naga merah. Keterangan: KN merupakan Kontrol Negatif; 
KP merupakan Kontrol Positif; P1 merupakan Perlakuan 1; P2 merupakan 
Perlakuan 2; P3 merupakan Perlakuan 3 
2.1.2. Analisis Data Pengaruh Ekstrak Buah Naga Merah terhadap Respon 
Taktil Embrio Ikan Zebra 
Berdasarkan tabel 5.1 pada penilaian respon taktil, hasil rerata 
menunjukkan respon taktil menurun pada kelompok kontrol negatif, kontrol 
positif dan perlakuan 1 terhadap kelompok kontrol. Di sisi lain, respon taktil 
meningkat pada kelompok perlakuan 2 dan 3 terhadap kelompok kontrol 
negatif. Analisis yang dilakukan pada penilaian respon taktil menggunakan 
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mengetahui apakah terdapat perbedaan rata-rata dari seluruh kelompok 
dengan hasil sebagai berikut: 
Tabel 5.2. Hasil Pengujian ANOVA Pengaruh Ekstrak Buah Naga 
Merah terhadap Respon Taktil Embrio Ikan Zebra 
Kelompok Respon Taktil 
Mean ± SD p-value 
  
Kontrol  0.59 ± 0.182 
0.000 
Kontrol Negatif 0.30 ± 0.285 
Kontrol Positif 0.07 ± 0.291 
Perlakuan 1 0.33 ± 0.127 
Perlakuan 2 0.36 ± 0.153 
Perlakuan 3 0.63 ± 0.111 
Berdasarkan tabel 5.2 di atas, menunjukkan bahwa pada seluruh 
kelompok yang diuji memiliki pengaruh signifikan terhadap respon taktil 
embrio ikan zebra dengan p-value sebesar 0.000 (p <0.05). Selanjutnya, 
untuk mengetahui pada kelompok mana letak perbedaan rerata respo taktil 
antar kelompok, dilakukan uji post hoc Tukey sebagai berikut : 


















































Perlakuan 2 Perlakuan 3 -0.2651 0.084 


















Berdasarkan hasil uji post hoc Tukey di atas, respon taktil pada 
kelompok kontrol negatif dan kelompok kontrol memiliki perbedaan yang 
signifikan (p = 0.045). Hal ini menunjukkan bahwa pemberian kafein secara 
signifikan menurunkan respon taktil dibandingkan dengan kelompok 
kontrol. Di sisi lain, penurunan respon taktil pada kelompok kontrol positif 
dan perlakuan 1 tidak memiliki perbedaan yang signifikan terhadap 
kelompok kontrol negatif. Selain itu, meskipun terjadi peningkatan respon 
taktil pada kelompok perlakuan 2 dan 3 terhadap kontrol negatif, hanya 
pada kelompok perlakuan 3 yang memiliki perbedaan signifikan dengan p-
value 0.016 (p <0.05). Ini menunjukkan bahwa ekstrak buah naga merah 
dosis 87 mg/L meningkatkan respon taktil secara signifikan dibandingkan 
dengan dosis ekstrak lain serta vitamin C. 
Uji post hoc pada kelompok perlakuan 1, 2, dan 3 menunjukkan 
adanya perbedaan signifikan hanya pada kelompok perlakuan 1 terhadap 
perlakuan 3 yaitu dengan p-value 0.036 (p<0.05) sehingga dikatakan 
bahwa pemberian ekstrak buah naga merah 87 mg/L secara signifikan 
meningkatkan respon taktil dibandingkan dengan dosis lainnya.   
Hal lain yang perlu diperhatikan adalah respon taktil pada kelompok 
perlakuan 2 dan 3 memiliki perbedaan yang signifikan terhadap kontrol 
positif dengan p-value 0.040 dan 0.000 secara berurutan. Respon taktil 
menurun secara signifikan pada kelompok kontrol positif dibandingkan 
dengan kontrol (p=0.000). Ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak buah 
naga merah 58 dan 87 mg/L secara signifikan dapat meningkatkan respon 


















Selanjutnya, dilakukan uji korelasi untuk menguji ada atau tidaknya 
hubungan respon taktil dengan perlakuan serta arah hubungan tersebut 
dan uji regresi untuk mengetahui sejauh mana pengaruh perlakuan 
terhadap respon taktil setelah diketahui adanya hubungan di antara 
keduanya. Hasil uji korelasi dan uji regresi dapat diketahui melalui tabel 5.6 
berikut: 
Tabel 5.4 Hasil Uji Korelasi dan Regresi Ekstrak Buah Naga Merah 
terhadap Respon Taktil 










0.527 0.278 0.151 0.102 0.001 
Berdasarkan hasil uji korelasi di atas, menunjukkan adanya 
hubungan positif yang kuat dengan nilai korelasi sebesar 0.527. Hal ini 
menunjukkan bahwa peningkatan pemberian dosis ekstrak buah naga akan 
diikuti oleh peningkatan respon taktil. Sedangkan berdasarkan hasil uji 
regresi, didapatkan nilai R-square sebesar 0.278 (27.8%) yang berarti 
bahwa sebesar 27.8% respon taktil embrio ikan zebra pada penelitian ini 
disebabkan oleh pemaparan ekstrak buah naga, sedangkan sisanya 
dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak diteliti seperti suhu medium dan 
lingkungan sekitar.  
Selain itu, pada uji regresi, koefisien a dan b masing-masing 
menunjukkan nilai sebesar 0.151 dan 0.102, di mana satuan koefisien 
keduanya tidak menunjukkan perbedaan sehingga dapat diartikan bahwa 
penambahan nilai paparan ekstrak buah naga tidak diikuti dengan 


















5.2. Penilaian Kemampuan Berenang Larva Ikan Zebra 
5.2.1. Pengaruh Kafein terhadap Kemampuan Berenang Larva Ikan Zebra 
Hasil rata-rata tiga kali pengulangan penilaian kemampuan berenang 
pada 120 hpf menunjukkan adanya penurunan pada kelompok kafein 
terhadap kelompok kontrol dengan perbedaan rerata 0,503 kali/menit. 
Pada kelompok perlakuan 1, 2 , dan 3 terjadi penurunan terhadap 
kelompok kontrol dan kelompok kontrol negatif. Penilaian kemampuan 
berenang pada kelompok kontrol positif lebih rendah dibandingkan dengan 
kelompok perlakuan 1,2, dan 3. Hasil penilaian kemampuan berenang di 
setiap pengulangan dapat diketahui pada Tabel 5.5 : 










Kontrol 2.80 3.24 2.56 2.86 
Kontrol negatif 2.85 3.41 0.88 2.38 
Kontrol Positif 2.55 0.94 0.74 1.41 
Perlakuan 1 1.58 2.53 1.29 1.8 
Perlakuan 2 1.23 3.18 1.24 1.883 
Perlakuan 3 0.33 3.06 1.81 1.73 
Pada penilaian kemampuan berenang terjadi penurunan pada 
kelompok perlakuan 1, 2 , dan 3 yaitu 1.8 kali/menit, 1.9 kali/menit, dan 
1.73 kali/menit terhadap kelompok kontrol dan kelompok kontrol negatif. 
Penilaian kemampuan berenang pada kelompok kontrol positif lebih rendah 
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif serta perlakuan 1,2, dan 3. 



















Gambar 5.2. Grafik nilai rata-rata kemampuan berenang larva ikan zebra 
pada kelompok perlakuan. Keterangan: KN merupakan 
Kontrol Negatif; KP merupakan Kontrol Positif; P1 merupakan 
Perlakuan 1; P2 merupakan Perlakuan 2; P3 merupakan 
Perlakuan 3. 
 
5.2.2. Analisis Data Pengaruh Ekstrak Buah Naga Merah terhadap 
Kemampuan Berenang Larva Ikan Zebra 
Berdasarkan Tabel 5.5, pada penilaian kemampuan berenang 
meskipun terjadi penurunan kemampuan berenang, penurunan tersebut 
tidak bermakna (p= 0.353). Berdasarkan hasil ini dapat disimpulkan bahwa 
pemberian kafein berpengaruh signifikan terhadap respon taktil embrio ikan 
zebra pada 48 hpf namun tidak berpengaruh terhadap kemampuan 
berenang larva ikan zebra pada 120 hpf. Selanjutnya, untuk mengetahui 
adanya perbedaan rata-rata kemampuan berenang larva ikan zebra pada 
seluruh kelompok, dilakukan uji ANOVA dengan hasil sebagai berikut: 
Tabel 5.6 Pengaruh Ekstrak Buah Naga Merah terhadap Kemampuan 





Kelompok Kemampuan Berenang 
Mean ± SD p-value 
Kontrol  2.84 ± 1.715 
0.353 
Kontrol Negatif 2.35 ± 1.705 
Kontrol Positif 1.33 ± 1.219 
Perlakuan 1 1.77 ± 0.951 
Perlakuan 2 1.91 ± 1.345 











Kontrol KN KP P1 P2 P3
Pemberian Ekstrak Buah Naga Merah terhadap 



















 Dari tabel 5.6 di atas diketahui bahwa perlakuan yang diberikan tidak 
berpengaruh secara signifikan terhadap kemampuan berenang larva ikan 
zebra dengan p-value sebesar 0.353 (p>0.05). Hasil ini menunjukkan 
bahwa pemberian ekstrak buah naga merah dosis 29, 58, dan 87 mg/L 
serta pemberian vitamin C tidak mampu meningkatkan kemampuan 






















Penelitian ini menilai pengaruh pemberian ekstrak buah naga merah 
terhadap aktivitas motorik berupa respon taktil dan kemampuan berenang pada 
embrio dan larva ikan zebra yang dipapar kafein. Analisis data untuk untuk 
menilai pengaruh ekstrak buah naga merah terhadap respon taktil dan 
kemampuan berenang dilakukan dengan uji One way ANOVA yang dilanjutkan 
dengan Post Hoc.  
Hasil uji One way ANOVA untuk respon taktil menunjukkan perbedaan 
signifikan dengan p-value 0.000 (p<0.05) dan untuk kemampuan berenang 
menunjukkan nilai yang tidak signifikan dengan p-value 0.353 (p>0.05), ini 
menunjukkan dosis kafein dan dosis ekstrak buah naga mempunyai pengaruh 
terhadap respon taktil embrio ikan zebra namun tidak mempunyai pengaruh 
terhadap kemampuan berenang larva ikan zebra. Berdasarkan uji Post Hoc pada 
variabel respon taktil, didapatkan perbedaan signifikan antara kelompok kontrol 
dan kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol dengan kelompok kontrol positif 
(vitamin C 44 mg/L), serta kelompok kontrol negatif (kafein dosis 20 mg/L) 
dengan kelompok perlakuan 3 (ekstrak buah naga dosis 87 mg/L).  
Rasionalisasi penentuan dosis kafein sebesar 20 mg/L berdasarkan nilai 
rata-rata kafein dalam plasma sebesar 8-10 mg/L (Arnaud, 2011) serta 
berdasarkan dosis yang biasa dikonsumsi manusia setiap harinya yaitu 5-8 
mg/kgBB dalam tiga gelas kopi. Dosis ini setara dengan 50 μM dan apabila 


















digunakan pada penelitian ini berdasarkan dua kali kadar kafein dalam plasma 
manusia. Selain itu, penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa kafein pada 
dosis 17,5 mg/L menurunkan aktivitas motorik pada ikan zebra yang dinilai pada 
48 hpf secara signifikan dibangding dengan kelompok kontrol (Chen et al., 2008). 
Paparan dilakukan sejak pembelahan 32 hingga 64 sel atau pada 2 hpf 
dengan dekorionisasi alami yang terjadi pada 72 hpf saat embrio menetas 
menjadi larva (Kimmel, 1995). Cangkang atau korion embrio ikan zebra bersifat 
aseluler dan terdiri dari kanal-kanal sebagai transport molekul. Seiring 
perkembangan embrio, struktur korion dan permeabilitas akan berubah. Pada 1 
jam pertama korion bersifat lebih padat dan menurunkan permeabilitasnya 
sedangkan pada tahap blastula dan gastrulasi, stabilitas korion menurun   
sehingga korion embrio ikan zebra dapat dilewati oleh beberapa molekul 
tergantung dengan kelarutannya, sifat molekul yang lipofilik, serta ukuran molekul 
tersebut (Pelka, 2016).  Pemberian dosis suatu paparan pada ikan zebra di awal 
periode kehidupannya yang paling sesuai adalah dengan melarutkan kafein 
dalam medium embrio karena embrio ikan zebra tidak dapat melakukan 
administrasi makanan melalui oral hingga mencapai 7 dpf (Chen et al., 2008; 
Capiotti et al., 2011). Cadangan makanan ikan zebra terdapat dalam yolk sac 
yang ada hingga larva berusia 6-7 hari. Zat-zat sebagai nutrisi bagi embrio 
masuk ke dalam cangkang melalui proses difusi (Pelka, 2016).  
Pelka et al (2016) dalam penelitiannya menyebutkan bahwa ukuran suatu 
molekul yang dapat melewati membran korion ikan zebra adalah < 4000 Da 
sedangkan kelarutan suatu molekul untuk dapat melewati korion embrio ikan 
zebra adalah maksimal 2000 g/mol. Penelitian lain menyebutkan bahwa molekul 


















(Colwill dan Creton, 2011). Paparan dalam penelitian ini berupa kafein, memiliki 
sifat hidrofobik sehingga dapat dengan mudah berdifusi melewati cangkang 
embrio (Fein et al., 2010). Di sisi lain, vitamin C memiliki memiliki kelarutan 
sebesar 33 g/100 ml atau kurang lebih 187,4 g/mol  (Fei et al., 2010) sehingga 
vitamin C yang dilarutkan dalam air diduga dapat melewati korion embrio. 
Flavonoid yang merupakan salah satu senyawa fenol, memiliki gugus hidroksil 
dan merupakan senyawa polar sehingga dapat larut dalam air. Selain itu polimer 
flavonoid merupakan polimer sederhana yang dapat melewati membran 
(Doloksaribu, 2009; Pelka, 2016). Namun demikian, paparan tidak dapat 
mencapai konsentrasi 100% di dalam telur apabila masih ada korion yang 
melapisi embrio (Capiotti, 2011).  
Estimasi terhadap paparan harian embrio ikan zebra tetap dapat dilakukan 
menggunakan perhitungan yang sesuai. Jumlah total dosis kafein 20 mg/L dalam 
1 ml larutan adalah sekitar 20 µg. Dalam penelitian ini, 20 embrio menerima 20 
µg kafein untuk 1 hari, sehingga rata-rata paparan harian untuk setiap embrio 
adalah 1 µg kafein jika kapasitas absorbsi mencapai 100%. Berat badan untuk 
setiap embrio ikan zebra adalah sekitar 1.2 mg, jadi paparan harian embrio ikan 
zebra adalah sekitar 1 µg/1.2 mg atau sekitar 833.3 mg/kgBB (Chen et al, 2008).  
6.1. Pengaruh Kafein terhadap Respon Taktil dan Kemampuan Berenang 
Embrio dan Larva Ikan Zebra 
6.1.1. Pengaruh Kafein terhadap Respon Taktil Embrio Ikan Zebra 
Pada penelitian ini menunjukkan adanya perbedaan signifikan antara 
kelompok kontrol dan kelompok paparan kafein 20 mg/L pada hasil 
penilaian rangsang taktil, di mana pada kelompok kafein terjadi penurunan 


















diduga terjadi karena kafein menyebabkan stres oksidatif dan 
menyebabkan kerusakan pada sistem saraf ikan zebra yang akan 
mempengaruhi respon taktil pada ikan zebra berusia 48 hpf. Kafein 
merupakan senyawa bioaktif yang memiliki berbagai efek biologis, di 
antaranya adalah menginduksi respon sel termasuk kematian sel, bersifat 
sitotoksik, serta menginduksi stres oksidatif (He et al., 2003; Fernandez et 
al., 2003; Abdelkader et al., 2012).  
Pada penelitian sebelumnya, pemberian kafein dosis 19.4 mg/L 
terbukti meningkatkan kerusakan sel dan apoptosis melalui mekanisme 
stres oksidatif yang ditandai dengan up regulating HSP70 sebagai 
biomarker molekuler terhadap stres seluler serta peningkatan regulasi dan 
rasio Bax dan Bacl2 yang mengindikasikan terjadinya apoptosis dan 
kerusakan DNA (Pavlovic et al, 2006 dalam Abdelkader et al, 2012; 
Abdelkader et al, 2012). Penelitian ini juga sejalan dengan penelitian lain 
yang bertujuan mengamati gangguan pergerakan dan neuromuskuler ikan 
zebra akibat paparan kafein, di mana pada pemberian kafein dengan dosis 
17.5 mg/L mampu menurunkan respon taktil ikan zebra pada 48 hpf 
dibandingkan dengan kelompok kontrol (Chen et al, 2008).  
Kafein dapat menyebabkan kerusakan DNA serta menginduksi stres 
oksidatif di tingkat seluler. Dopaminergik merupakan salah satu komponen 
terpenting dalam susunan sistem saraf, apabila kerusakan terjadi dalam 
sistem dopaminergik ini maka akan menyebabkan gangguan pada sistem 
neuron. Sebuah penelitian menyebutkan bahwa akibat paparan senyawa-
senyawa toksin yang berperan dalam apoptosis akan menginduksi 


















pada jaringan otak. Pada ikan zebra,hal ini akan menyebabkan penurunan 
kecepatan berenang dan jarak tempuh (Flinn et al, 2008).   
6.1.2. Pengaruh Kafein terhadap Kemampuan Berenang Larva Ikan Zebra 
Pada penilaian kemampuan berenang hasil menunjukkan bahwa 
tidak ada perbedaan signifikan antara kelompok kontrol dan kelompok 
paparan kafein 20 mg/L. Sebuah penelitian yang dilakukan untuk 
mengetahui pengaruh kafein dengan dosis 19.4 mg/L terhadap respon 
stimulus yang diukur pada 7 dpf menunjukkan tidak adanya perbedaan 
signifikan dibandingkan dengan kelompok kontrol. Hal ini dapat terjadi 
karena adanya up-regulation target reseptor adenosin secara langsung dan 
tidak langsung, mengingat kafein merupakan antagonis terhadap reseptor 
adenosin, yang berkaitan dengan mekanisme kompensasi yang 
menyebabkan tonus adenosinergik selama fase perkembangan sehingga 
mempertahankan stimulus dalam rentang normal (Capiotti et al, 2011).  
Penelitian tersebut juga menunjukkan bahwa pada 24 hpf dan 48 hpf 
reseptor adenosin A1 dan A2A pada kelompok dipapar kafein tidak 
menunjukkan peningkatan signifikan. Selanjutnya pada 72 hpf terjadi 
peningkatan aktivitas secara signifikan yang diikuti hingga 168 hpf (Capiotti 
et al, 2011). Hal ini menunjukkan bahwa pada 2 hari pertama 
perkembangan embrio ikan zebra, kafein tidak bekerja secara optimal 
sebagai antagonis reseptor adenosin.  
Penelitian lain menyebutkan bahwa pemberian dosis akut kafein yaitu 
20 mg/L yang diberikan pada 7 dpf menunjukkan hasil penurunan 
kemampuan menghindar setelah diberi stimuli. Hasil ini sejalan dengan 


















respon taktil pada 48 hpf dan kemampuan berenang pada 120 hpf 
(Richendrfer, 2012). Disebutkan bahwa pemberian kafein dosis rendah 
dapat meningkatkan motorik, namun sebaliknya pemberian dengan dosis 
tinggi justru akan menurunkan aktivitas motorik (Richendrfer, 2012). 
Dopamin merupakan salah satu golongan neurotransmitter aminergik 
atau yang memiliki gugus amin berfungsi memediasi beberapa fungsi otak 
yang penting. Dopamin meregulasi pergerakan, kognisi, dan emosi (Rico et 
al, 2010). Abnormalitas pada level dopamin tersebut berimplikasi terhadap 
penyakit-penyakit pada manusia yang berkaitan dengan sistem saraf 
seperti penyakit Parkinson, sindrom Tourette, dan skizofrenia (Belmaker, 
2008 and Murray et al, 2008 in Rico, 2010). 
Perbedaan atau inkonsistensi hasil di mana pada 48 hpf terjadi 
penurunan signifikan sedangkan pada 120 hpf penurunan yang terjadi tidak 
signifikan, dapat dikarenakan adanya perbedaan target sasaran 
mekanisme kerja kafein pada embrio dan larva, selain itu dapat pula 
dipengaruhi oleh durasi paparan kafein, serta variabilitas biologis yang 
dapat menyebabkan terjadinya false positive (Selderslaghs, 2013). 
6.2. Pengaruh Ekstrak Buah Naga terhadap Respon Taktil Embrio Ikan 
Zebra 
Pada kelompok perlakuan 1 (kafein 20 mg/L + ekstrak buah naga 
merah 29 mg/L) dan perlakuan 2 (kafein 20 mg/L + ekstrak buah naga 
merah 59 mg/L) menunjukkan penurunan respon taktil terhadap kelompok 
kontrol dan kelompok kafein. Hal ini dapat terjadi diduga dikarenakan dosis 
antioksidan tersebut tidak adekuat untuk bekerja sebagai neuroprotektor. 


















mg/L) menunjukkan adanya peningkatan signifikan respon taktil terhadap 
kelompok kafein. Peningkatan ini menunjukkan nilai yang mendekati 
dengan nilai respon taktil pada kelompok kontrol sehingga dapat diduga 
bahwa pada dosis tersebut ekstrak buah naga merah mampu bekerja 
sebagai antioksidan.  
Ekstrak buah naga merah dalam penelitian ini menggunakan pelarut 
pro analisis dengan metanol 100% sehingga selama proses ekstraksi tidak 
ada campuran dari bahan lain serta hasil akhir berupa ekstrak kental di 
mana pada kondisi ini ekstrak tidak lagi mengandung pelarut yang 
digunakan, yaitu metanol 100% (Widianingsih, 2016). 
Buah naga merah telah banyak dilaporkan memiliki aktivitas 
antioksidan yang tinggi. Departemen Agrokultur AS melaporkan bahwa 
ekstrak buah naga merah dengan pelarut hidroalkohol memiliki kapasitas 
antioksidan yang tinggi dengan nilai reduksi mencapai 1000 µmol Trolox/g, 
apabila dibandingkan dengan ekstrak blackberry (88.57 µmol Trolox/g), 
strawberry (32.26 µmol Trolox/g), dan anggur merah (22.94 µmol Trolox/g). 
Oleh karena kandungan antioksidannya yang tinggi, buah naga merah 
dapat bekerja sebagai pencegahan kimiawi kanker, anti-inflamasi, 
antidiabetik, serta pencegahan penyakit kardiovaskuler (Guimaraes, et al., 
2017). Penelitian lain melaporkan bahwa ekstrak metanol daging buah 
naga merah menunjukkan aktivitas antioksidan dan antiproliferatif yang 
baik pada sel ca serviks (HeLa) dan memiliki efek sitotoksik pada 
metastase sel kanker oral (Asmah, 2008). 
Buah naga merah mengandung berbagai senyawa bioaktif seperti 


















sebagai antioksidan. Senyawa antioksidan tersebut bekerja dengan 
memangsa radikal bebas sehingga dapat menekan produksi senyawa 
radikal bebas. Fakta ini didukung oleh penelitian sebelumnya yang 
bertujuan mengetahui pengaruh betasianin dalam Portulaca oleracea 
terhadap kemampuan kognitif pada mencit, dimana hasil menunjukkan 
bahwa pada pemberian ekstrak dengan dosis 50 dan 100 mg/kg/BB dapat 
meningkatkan kemampuan kognitif mencit yang dipapar D-gal 
(menyebabkan stres oksidatif) dengan membersihkan ROS melalui 
peningkatan akitivitas kerja SOD, CAT, dan GPx sehingga menurunkan 
peroksidasi lipid (Wang and Yang, 2010). Dengan demikian, dosis ekstrak 
buah naga merah sebesar 87 mg/L yang pemberiannya bersamaan 
dengan kafein diduga bekerja sebagai antioksidan yang menangkal 
senyawa ROS yang disebabkan oleh kafein. 
6.3. Pengaruh Ekstrak Buah Naga terhadap Kemampuan Berenang Larva 
Ikan Zebra 
Pada penilaian kemampuan berenang 120 hpf, ketiga kelompok 
perlakuan yaitu perlakuan 1 (kafein 20 mg/L + ekstrak 29 mg/L), perlakuan 
2 (kafein 20 mg/L + ekstrak 58 mg/L ), dan perlakuan 3 (kafein 20 mg/L + 
ekstrak 87 mg/L) menunjukkan penurunan yang tidak signifikan secara 
statistik terhadap kelompok paparan kafein. Penurunan terbesar terjadi 
pada kelompok perlakuan 3. Ini menunjukkan bahwa semakin tinggi dosis 
ekstrak maka justru akan menurunkan kemampuan berenang larva ikan 
zebra pada 120 hpf. Selain itu, pemberian dosis ekstrak yang dilakukan 


















interaksi antara kafein dan senyawa di dalam buah naga sehingga memicu 
penurunan aktivitas motorik. 
Penelitian sebelumnya yang menilai kemampuan berenang larva ikan 
zebra yang dipapar oleh suatu senyawa menunjukkan hubungan yang tidak 
persisten antara paparan selama masa embrio dan larva. Ini diduga dapat 
terjadi berkaitan dengan motor neuron sistem saraf (Selderslaghs et al, 
2013). Namun demikian, untuk memastikannya perlu dilakukan penelitian 
terhadap sistem motor neuron secara spesifik. Durasi paparan diketahui 
juga berpengaruh terhadap penilaian aktivitas motorik. Hal ini terjadi karena 
perbedaan akumulasi senyawa akan menimbulkan perbedaan suatu zat 
dapat mencapai level toksik (Selderslaghs et al, 2013). 
Berdasarkan teori, penggunaan antioksidan dengan dosis tinggi 
dapat bersifat toksin dalam tubuh serta bersifat karsinogenik (Jin et al., 
2012). Buah naga merah mengandung flavonoid yang termasuk dalam 
golongan fenolik. Fenol dapat bertindak sebagai pro oksidan apabila dalam 
tubuh terdapat sistem yang mengalami proses redox-active metals. Logam-
logam ini di antaranya adalah Fe dan tembaga (Cu) yang dapat 
meningkatkan pembentukan ROS dan peroksidasi lipid (Carocho et 
al.,2012; Valko, 2006). Penelitian lain yang dilakukan pada larva ikan zebra 
untuk mengetahui aktivitas flavonoid sebagai antioksidan menunjukkan 
bahwa dosis efektif guna mendapatkan efek antioksidan pada ikan zebra 
adalah 10 mg/L flavonoid (Shih et al, 2012). Hal ini menunjukkan adanya 
perbedaan dosis di mana pada penelitian ini menggunakan dosis 87 mg/L 
yang diberikan sejak 2 hpf hingga 120 hpf memungkinkan memberikan 


















bekerja sebagai antioksidan dan tidak bersifat toksin karena embrio masih 
dilindungi oleh korion sehingga konsentrasi paparan yang masuk ke tubuh 
ikan zebra tidak sepenuhnya.  
Pada kelompok kontrol positif (Vitamin C dosis 44 mg/L) 
menunjukkan penurunan baik pada respon taktil 48 hpf maupun pada 
kemampuan berenang 120 hpf dibandingkan dengan kelompok kontrol dan 
kelompok kafein. Hal ini menunjukkan bahwa vitamin C dengan dosis 
tersebut tidak bekerja sebagai antioksidan. Vitamin C dapat bertindak 
sebagai pro-oksidan dengan kontribusinya dalam pelepasan ion-ion metal 
seperti besi dan tembaga dari sel yang rusak. Sehingga ketepatan dosis 
vitamin C diduga mempengaruhi kerja vitamin C sebagai antioksidan. 
Sebuah penelitian menyebutkan bahwa vitamin C dapat 
meningkatkan laju pertumbuhan serta proliferasi sel pada embrio ikan 
zebra dengan dosis 200 µM atau 35,2 mg/L namun tidak menunjukkan 
aktivitas antioksidan (Francis, 2012). Sejalan dengan penelitian yang 
dilakukan, vitamin C pada dosis 17,6 mg/L dan 44,03 mg/L tidak 
memberikan proteksi terhadap edema perikardium pada embrio ikan zebra 
yang dipapar etanol. Hal ini mendukung dugaan bahwa pada penelitian ini, 
dosis vitamin C sebesar 44 mg/L tidak cukup untuk bekerja sebagai 
antioksidan (Reimers, et al., 2006).  
Penelitian lain menyebutkan bahwa vitamin C dengan dosis 1,76 g/L 
memberikan proteksi terhadap stres oksidatif dengan memulihkan aliran 
darah otak pada embrio ikan zebra yang diinduksi zat toksin TCDD 
(Teraoka, et al., 2010). Hal ini menunjukkan bahwa diduga pemberian 


















cukup untuk bertindak sebagai antioksidan terhadap aktivitas motorik 
embrio dan larva ikan zebra akibat pemberian kafein. Pada penelitian lain 
yang dilakukan pada mencit dimana pemberian vitamin C dosis 10 
mg/kgBB atau setara dengan 10 mg/L ketika terjadi kerusakan seluler 
justru meningkatkan kerusakan oksidatif. Sedangkan apabila vitamin C 
diberikan sebelum terjadinya kerusakan seluler akan menurunkan 
kerusakan oksidatif (Ahkang, 1998). 
  Teori lain menyebutkan bahwa dalam teori embriogenesis, tahap 
pertama embriogenesis terjadi pada lingkungan hipoksik atau anoksik di 
mana lapisan terluar trofoblas mencegah masuknya aliran darah maternal 
sehingga level oksigen di dalam uterus rendah. Selanjutnya, dalam 
keadaan ini akan terjadi aktivasi Hypoxia-induced factors (HIFs) di mana 
akan terjadi ikatan HIF-1α dan HIF-1β yang akan menginduksi gen-gen 
target transkripsi untuk meregulasi homeostasis oksigen seperti eritropoetin 
(EPO), endotelial vaskuler, VEGF yang berperan dalam angiogenesis atau 
pembentukan pembuluh darah baru, serta metabolisme energi glucose 
transporter 1-3 (GLUT 1-3) (Lopez, et al., 2009; Li, 2012; Semenza, 2012). 
Pemberian vitamin C sebagai antioksidan dimana menurunkan senyawa 
ROS dan menghentikan keadaan hipoksia pada embrio diduga akan 
berpengaruh terhadap aktivasi HIFs sehingga akan menyebabkan 
gangguan terhadap perkembangan organ-organ khususnya otak. Ini 
didukung oleh penelitian sebelumnya yang menyebutkan bahwa pemberian 
vitamin C pada kultur embrio secara signifikan mempengaruhi 


















Pada penilaian aktivitas motorik pada tahap larva memerlukan beberapa 
perhatian karena pada tahap ini ikan bersifat sangat responsif terhadap 
lingkungannya dikarenakan telah terjadi dekorionisasi dan mulainya adaptasi 
untuk mencari makanan sendiri yaitu pada 8 dpf. Penilaian aktivitas motorik 
berupa kemampuan berenang yang tepat adalah menggunakan metode 
pengukuran jarak pergerakan (Distance moved/DM) karena menunjukkan 
aktivitas motorik yang sesungguhnya dan secara reliabel dan tepat diukur 
menggunakan alat ukur otomatis (Video tracking) yang terstandarisasi (de Esch 
et al., 2012). Hal lain yang dapat mempengaruhi aktivitas motorik larva ikan 
zebra adalah diameter wadah, dan kedalaman (Ingerbreston and Masino, 2013).  
Selama proses perkembangan dari tahap embrio hingga dewasa, embrio 
ikan zebra melalui beberapa tahapan perkembangan perilaku yang dikaitkan 
dengan sistem neuronal, diantaranya adalah gerakan menggulung ekor secara 
spontan (spontaneous tail coilings) dimulai pada 17 hpf yang diatur oleh korda 
spinalis; respon terhadap sentuhan pada 24 – 48  hpf yang dikoordinasikan oleh 
korda spinalis dan otak belakang (hindbrain); dan kemampuan berenang pada 
tahap larva berusia lebih dari 72 hpf yang melibatkan sistem saraf secara 
fungsional dan sistem muskular (Mc Collum, et al., 2011).  
Embrio ikan zebra berusia 24 – 48  hpf menunjukkan perkembangan 
sistem saraf berupa respon terhadap sentuhan (Embryonic Touch Response) 
yang secara normal menunjukkan aktivitas gerakan singkat dan jelas pada 
sumbu tubuh sebagai respon terhadap stimulus yang diberikan (Kokel, et al., 
2010). Bentuk aktivitas sederhana ini dikontrol oleh sistem neuron dan korda 
spinal. Pada korda spinal, akson motorneuron primer menginervasi target otot 


















pada embrio ikan zebra (Raftery, 2014). Selian itu, pada 24 hpf mulai 
dihasilkannya neurotransmitter pada otak, diantaranya adalah dopamin (Esch, 
2012). Drapeau, et al (2002) menyebukan bahwa respon spontan terhadap 
sentuhan muncul ketika input sinaptik kimiawi (baik dari korda spinal dan dari 
hindbrain) telah terbentuk.  
Pada tahap larva ikan zebra berusia 120 hpf atau 5 dpf, larva telah 
memasuki perkembangan yang lebih kompleks dan sempurna. Sebagian besar 
sistem tubuh telah matur, diantaranya adalah sistem penglihatan, sistem hepatik, 
gastrointestinal, kardiovaskular, serta sistem lokomotor. Pada sistem lokomotor, 
larva berusia 120 hpf memiliki aktivitas pergerakan yang lebih aktif, telah 
terbentuk sel Schwann, serta melibatkan sistem lain dalam pergerakannya 
seperti sistem muskuloskeletal (Esch, 2012). Selain itu, kemampuan berenang 
larva berusia 120 hpf lebih kuat karena pada tahap ini air bladder dan sistem 
sensori lain seperti penglihatan telah fungsional. Kemampuan berenang dimulai 
ketika sinapsis kimiawi premotor menjadi lebih terintegrasi dengan modulasi 
serotonergik dan neurotransmitter lain (Drapeau, et al.,2002). 
Keterbatasan dari penelitian ini antara lain adalah tidak dilakukannya 
dekorionisasi pada embrio sehingga memungkinkan paparan tidak sepenuhnya 
masuk ke dalam embrio serta durasi penelitian yang tidak dilanjutkan hingga ikan 
dewasa. Hal ini mengingat pemberian dosis secara kronik selama tahap 
embrionik dan larva dapat mengganggu perkembangan otak dan patterning 
neural untuk mengetahui apakah pengaruh tersebut memberikan kecacatan yang 
permanen pada ikan dewasa. 
Keterbatasan lain di antaranya adalah terdapat variabel eksternal yang tidak 
dikontrol seperti suhu medium embrio. Variabel eksternal berupa suhu medium 
dapat mempengaruhi pergerakan embrio dan larva ikan zebra. Penelitian 


















perlu memperhatikan berbagai periode tingkah laku ikan zebra misalnya 
menghindar, inaktif, aktif-rendah, sangat-aktif, bergerak mendekati dinding 
(tikmotaksis) dengan durasi kurang lebih 5 menit (Colwill and Creton, 2010). 
Selain itu penilaian respon taktil pada 48 hpf belum menggunakan alat ukur 
otomatis. Keterbatasan lain pada penelitian ini adalah sebelumnya tidak 
dilakukan optimasi dosis vitamin C sehingga dosis vitamin C pada penelitian ini 






















Berdasarkan penelitian yang dilakukan, diperoleh kesimpulan sebagai 
berikut: 
1. Pemberian ekstrak buah naga merah meningkatkan respon taktil 
embrio ikan zebra pada 48 hpf yang diberikan kafein secara signifikan 
dengan dosis 87 mg/L. 
2. Pemberian ekstrak buah naga merah dapat menurunkan kemampuan 
berenang larva ikan zebra pada 120 hpf, namun secara statistik tidak 
signifikan. 
7.2. Saran 
Berkaitan dengan pengembangan ilmu pengetahuan, maka perlu dilakukan 
penelitian lebih lanjut mengenai : 
1. Melakukan metode dekorionisasi atau metode mikroinjeksi pada embrio 
guna memastikan paparan masuk ke dalam tubuh embrio secara 
optimal. 
2. Penelitian lanjutan berkaitan dengan pengaruh ekstrak buah naga 
terhadap aktivitas motorik yang dilakukan hingga ikan dewasa sehingga 
dapat mengetahui pengaruh paparan bersifat permanen ataukah 
sementara.  
3. Penelitian dengan pengontrolan faktor eksternal yang lebih baik seperti 


















otomatis yang akan memudahkan pengamat serta dapat memberikan 
hasil yang lebih objektif. 
4. Penelitian lanjutan mengenai dosis efektif ekstrak buah naga merah 
sebagai antioksidan pada keadaan stres oksidatif dengan optimasi 
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